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RESUMEN

Introduccion: Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa que coloniza la mucosa gastrica
de los seres humanos e infecta a més de la mitad de la poblacion mundial, esta infeccién es la
principal causa de gastritis cronica, ulceras pépticas gastroduodenales y adenocarcinoma gastrico.
Siendo el antibidtico amoxicilina parte de la gran mayoria de esquemas de tratamiento y se han
propuesto como principal mecanismo resistencia en H. pylori las alteraciones estructurales en las
proteinas de unién a penicilina. Objetivo: Establecer la frecuencia de las mutaciones en el gen
pbplA asociadas a resistencia de Helicobacter pylori a amoxicilina en una poblacion de pacientes
con lesiones gastricas en el departamento del Cauca. Materiales y métodos: La extraccion de
ADN se realiz6 a partir de 229 muestras biopsia gastrica obtenida de pacientes con lesiones
gastricas. Se amplificaron las regiones s y m del gen vacA y una region del gen pbplA (135 pb)
bacteriano, mediante PCR. La presencia de mutaciones fue identificada por secuenciacion directa.
Resultados: La frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia encontrada en la poblacion de
estudio fue del 85,59% (196/229). La mutacion mas frecuente fue S417T, encontrada en 174
pacientes (75,98%), seguida por las mutaciones A406G y E406V en 116 (50.65%) y 47 (20.52%)
pacientes respectivamente. Conclusiones: Este estudio encontr6 una alta frecuencia de mutaciones
asociadas a resistencia a amoxicilina segun literatura, siendo las mas frecuentes S417T seguido
por A406G. Es necesario realizar estudios adicionales como pruebas de sensibilidad in vitro para
corroborar los resultados del presente estudio y establecer esquemas de tratamiento acordes a los

niveles de resistencia encontrados.

Palabras clave: Amoxicilina, pbpla, mutacion, Helicobacter pylori, Cauca.



ABSTRACT

Introduction: Helicobacter pylori is a Gram negative bacterium that colonizes the gastric mucosa
of humans and infects more than half of the world population, this infection is the main cause of
chronic gastritis, gastroduodenal peptic ulcers and gastric adenocarcinoma. Since the antibiotic
amoxicillin is part of the great majority of treatment schemes, structural alterations in penicillin
binding proteins have been proposed as the main mechanism in H. pylori resistance.

Objective: To establish the frequency of mutations in the pbplA gene associated with resistance
of Helicobacter pylori to amoxicillin in a population of patients with gastric lesions in the
department of Cauca. Materials and methods: DNA from 229 gastric biopsy samples obtained
from patients with gastric lesions. The s and m regions of the vacA gene and a region of the
bacterial pbplA (79 bp) gene were amplified by PCR. The presence of mutations was identified
by direct sequencing. Results: The frequency of mutations associated with resistance found in the
study population was 85.59% (196/229). The most frequent mutation was S417T, found in 174
patients (75.98%), followed by mutations A406G and E406V in 116 (50.65%) and 47 (20.52%)
patients respectively. Conclusions: This study found a high frequency of mutations associated
with resistance to amoxicillin according to literature, the most frequent being S417T followed by
A406G. It is necessary to carry out additional studies such as in vitro sensitivity tests to corroborate
the results of this study and establish treatment schemes according to the levels of resistance found.

Key words: Amoxicillin, pppla, mutation, Helicobacter pylori, Cauca.
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1. INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa que coloniza la mucosa géstrica de
los seres humanos e infecta a mas de la mitad de la poblacion mundial, con tasas de infeccién que
van desde 24.4% en la region de Oceania hasta 79.1% para el continente africano, con un estimado
de aproximadamente 4 mil millones de habitantes infectados para el 2015 (Hooi et al., 2017). La
infeccion con H. pylori es la principal causa de gastritis cronica, Ulceras pépticas gastroduodenales
y adenocarcinoma gastrico (Moss, 2017). Asi mismo, produce linfomas MALT gastricos, anemia
ferropénica y se considera relacionada por lo menos con el 50% de los casos pdrpura
trombocitopenia inmune (Salar, 2019). La erradicacion de la infeccion es el tratamiento
recomendado para los pacientes con Ulceras gastricas, gastritis atrofica, linfomas MALT de bajo
grado, anemias inexplicadas por deficiencia de hierro y purpura trombocitopenica idiopatica
(Malfertheiner et al., 2016; El-serag etal., 2018). La triple terapia estandar que incluye un
inhibidor de la bomba de protones, claritromicina y amoxicilina ha sido el tratamiento universal
recomendado para el manejo de la infeccion (Malfertheiner et al., 2016;Mégraud, 2017; El-serag
et al., 2018). Sin embargo, la resistencia bacteriana ha significado un verdadero reto en la practica
clinica. El problema de salud publica méas grave ocasionado por H. pylori es el riesgo de padecer
cancer gastrico. A pesar de la reduccion de su incidencia, el cancer gastrico sigue siendo uno de
los canceres fatales mas importantes, ocupando el segundo lugar de todos los casos de cancer en
el mundo (9.9%) (Mégraud et al., 2015). En Colombia, el cancer de estdbmago representa la
localizacion con la segunda incidencia mas frecuente en hombres y la cuarta en mujeres (Instituto
Nacional de Cancerologia Colombia, 2017). En el Cauca, esta patologia es el cancer méas frecuente
en hombres (24.8%) y el cuarto en las mujeres (6.5%) (Orozco et al., 2018).

Es asi que H. pylori se convierte en uno de los principales patdgenos del ser humano, afectando
cerca de dos tercios de la poblacion mundial, en paises en via de desarrollo afecta a mas de 80%
de los adultos, en contraste con 20 a 50% en paises desarrollados (Hooi et al., 2017). En Colombia,
la prevalencia de la infeccion es de 69.1%; las zonas con mas alta prevalencia son: Manizales,
Tunja, Regién Andina y la Costa atlantica (Bravo et al., 2003). Segun un estudio previo de casos-
controles, realizado por el grupo de investigacion en Genética Humana Aplicada (GIGHA), acerca
de la epidemiologia molecular del cancer gastrico en el suroccidente colombiano (Sin publicar) se
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encontrd que, en el departamento del Cauca, la prevalencia de la infeccion por H. pylori es del
83% en la poblacion control. En todos los infectados causa gastritis cronica, y solo el 20% de ellos
tendra alguna enfermedad clinica, del 10 a 20% de los infectados durante su vida tendran riesgo
de desarrollar Glceras pépticas y en 1-2% de tener cancer gastrico (Moss, 2017). Sin embargo, las
consecuencias finales de la infeccion dependen de factores genéticos del huésped, la bacteria y
factores medioambientales. Dada la alta prevalencia de esta infeccion y su posibilidad de seguir
un curso de malignidad, existe un gran interés en su erradicacion, la cual se ha visto afectada por
la creciente resistencia a los antibioticos utilizados (Liou etal., 2018; Savoldi et al., 2018);
Ilegando a ser la resistencia a los medicamentos antimicrobianos una de las primeras causas del
fracaso del tratamiento y es en gran parte la responsable de la disminucién de las tasas de
erradicacion de este patdgeno (Ortiz Godoy et al., 2003).

A nivel mundial, las tasas de prevalencia de la resistencia a la amoxicilina en las cepas de H. pylori
son generalmente muy bajas y se han observado tasas de resistencia de hasta el 33% en otros
paises. En Taiwan se detecto la existencia de una cepa resistente a amoxicilina (CIM; 256 mg/l) y
productora de betalactamasa, TEM-1 codificada por el gen blaTEM 1 (Tseng et al., 2009). En
Latinoamérica, el porcentaje de la resistencia varia en un rango de 0 a 38%; las tasas de resistencia
mas altas se encuentran en Brasil entre 29 y 38%, seguida por Colombia con 20,5% (Figueroa et
al., 2012). Un estudio de Trespalacios et al, en 2010 reportd una tasa de resistencia a metronidazol
del 81,01% (IC 95% 70,31-88,64), claritromicina 17,72% (IC 95% 10,37-28,29%), y amoxicilina
3,8% (IC 95% 0-8,6%) mediante prueba de E-test en Colombia. Por todo lo anterior y sumando la
falta de informacién regional de las caracteristicas de resistencia a la amoxicilina por parte de H.
pylori, realizar este proyecto permitird entender los patrones de resistencia de la bacteria en el
departamento Cauca; informacién de vital importancia para poder establecer a corto plazo, si la
terapia utilizada actualmente es recomendable segln el porcentaje de resistencia encontrado en la
poblacion y establecer si es necesario realizar ajustes a esta con el objetivo de maximizar la

erradicacion de la bacteria en los pacientes de la region.

De tal forma, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢;Cual es la frecuencia de las
mutaciones que han sido asociadas con la resistencia al antibiotico amoxicilina de H. pylori en

pacientes con lesiones gastricas en el departamento del Cauca?
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1. GRUPO DE INVESTIGACION EN GENETICA HUMANA APLICADA

El Grupo de Investigacion en Genetica Humana Aplicada (GIGHA) nace en el afio 2000 bajo la
coordinacion de la PhD Sulma Mufioz Benitez, planteandose como mision: contribuir a la
generacion y apropiacion social del conocimiento a través del desarrollo de proyectos cientificos
y tecnoldgicos orientados a la solucidn de problemas prioritarios en salud en nuestra region, para
lo cual tiene establecido la linea de investigacion enfocada en las enfermedades cronicas no
transmisibles, destacAndose dentro de esta linea las investigaciones realizadas en céncer de
estdbmago, enfocadas en la tipificacion de la virulencia y las mutaciones en genes de resistencia
de Helicobacter pylori, al igual que sobre las alteraciones epigenéticas, susceptibilidad genética y

su relacién con la carcinogénesis gastrica.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Aspectos generales de H. pylori.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram-negativo, curvado, altamente movil que coloniza de manera
persistente la mucosa gastrica de humanos. Afecta a cerca de dos tercios de la poblacion mundial
y su prevalencia esta fuertemente relacionada con las condiciones socioecondmicas (Suerbaum &
Michetti, 2002). En paises en via de desarrollo afecta a mas de 80% de los adultos, en contraste
con 20 a 50% en paises desarrollados (Hooi et al., 2017). Se adquiere en la infancia y si no se
elimina con antimicrobianos, persiste durante la vida del individuo (Suerbaum & Michetti, 2002).
En todos los infectados produce gastritis cronica, pero solo el 20% de ellos tendra alguna
enfermedad clinica. Del 10 a 20% de los infectados durante su vida tendréan riesgo de desarrollar
Ulceras pépticas y 1-2% de tener cancer gastrico, un porcentaje menor (1%) podra presentar
dispepsia y 1/100.000 linfomas MALT (Otero et al., 2015; Salar, 2019).

2.2.Tratamiento de erradicacion de H. pylori

En la actualidad las guias de consenso recomiendan la erradicacion de H. pylori en pacientes con
sintomas dispépticos. Los regimenes de erradicacion mas utilizados hoy en dia se consideran una
combinacion de tres drogas, un inhibidor de la bomba de protones (IBP) o ranitidina citrato de
bismuto y dos antibidticos, elegidos entre la amoxicilina (AMX), claritromicina (CLA) y
metronidazol (MTZ) (Malfertheiner et al., 2017). En la practica médica en Colombia para la
erradicacion de H. pylori, la pauta terapéutica recomendada es la de 20 mg de omeprazol (el IBP
mas comun) dos veces al dia durante una semana, unido a 500 mg de amoxicilina en cuatro tomas
diarias durante una semana y 200 mg de claritromicina, también en cuatro tomas diarias durante
una semana (Malfertheiner et al., 2017; Otero et al., 2018). Sin embargo, este tratamiento puede
ser cuestionado por el aumento de las tasas de fracaso de erradicacion. Muchos factores han sido
implicados como causas de fracaso del tratamiento, incluyendo la incorporacion de los antibidticos

ineficaces en la mucosa gastrica, la inactivacion de antibiéticos por el pH del estomago, falta de
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cumplimiento por parte del paciente y la mas comdn es la aparicion de resistencia adquirida a los
antibidticos por H. pylori (Vicente et al., 2012; Sierra et al., 2014; Liou et al., 2018)

2.3. Mecanismos de resistencia de H. pylori

La mayoria de las bacterias, por su inmensa capacidad de adaptacion, pueden desarrollar
mecanismos de resistencia frente a los antibidticos para poder sobrevivir a las condiciones del
medio tales como: i) la resistencia natural o intrinseca, aqui las bacterias carecen de un sitio diana
para la actuacion del antibidtico; ii) la resistencia adquirida, se debe a la modificacion de la carga
genética de la bacteria y puede aparecer por mutacién cromosoémica o por transferencia genética
(Tafur et al., 2008). Sin embargo, investigadores consideran que las mutaciones (cualquier cambio
en la secuencia de ADN) son el Unico mecanismo que puede producir nuevas actividades y
funciones genéticas en el mundo biol6gico y proporcionan un mecanismo para la evolucién que
explique el origen de la resistencia a los antibioticos (Krishnamurthy et al., 1999; Graham &
Shiotani, 2008; Graham & Fischbach, 2012)

La resistencia a antibioticos es probablemente la principal causa del fracaso del tratamiento para
H. pylori y es en gran parte responsable de la disminucion de las tasas de erradicacion (Mégraud,
2004; Gisbert etal., 2016; Kuo etal., 2017) Se conoce que los mecanismos de resistencia a
antibidticos de H. pylori no estdn mediados por plasmidos, se deben fundamentalmente a
mutaciones en genes cromosomales, es decir, que la resistencia es intrinseca y por lo tanto todos
los organismos de H. pylori son resistentes a los siguientes antibioticos: glucopéptidos,
polimixinas, acido nalidixico, sulfonamidas, trimetroprima y agentes antimicoticos, en
consecuencia estos antibidticos no pueden utilizarse para su erradicacion (Martinez et al., 2014;
Malfertheiner et al., 2017). Para todos los otros antibidticos la resistencia no ocurre en todas las
células bacterianas, pero puede ser adquirida, en particular se incluyen los B-lactdmicos,
macrolidos, tetraciclinas, aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, rifampicinas, cloranfenicol y 5-

nitroimidazoles (Sugano etal., 2015). Teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas
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cuentan con varios mecanismos de resistencia y que la seleccion de estos mecanismos puede llevar
a falla terapéutica. Por tal razén, se hace importante conocer los mecanismos mas prevalentes
(Kao et al., 2016).

2.4. Resistencia de H. pylori a la amoxicilina

La amoxicilina es un derivado semisintético de la penicilina, es el tnico antibidtico -lactamico
empleado para tratar la infeccion por H. pylori. (Puig et al., 2016). Es el B-lactdmico més estable
en el medio &cido del estbmago y alcanza mayores concentraciones en tejidos después de una dosis
oral, inhibe la biosintesis de la pared celular bacteriana, uniéndose a las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP) localizadas en la pared celular, interfiriendo con la sintesis del peptidoglicano (
Krishnamurthy et al., 1999; Calvo & Martinez-Martinez, 2009) Esta inhibicion resulta en un
debilitamiento de la pared celular bacteriana y finalmente en la lisis y muerte celular (Francesco,
2011; Martinez et al., 2014). Alteraciones en las PBP pueden conferir resistencia a los antibioticos
B-lactamicos afectando la union de los mismos a las PBP (DeLoney & Schiller, 2000; Gerrits etal.,
2002; Okamoto et al., 2002; Gerrits et al., 2006; Godoy et al., 2007; Rimbara et al., 2007; Matteo
et al., 2008; Kwon et al., 2017; Diab et al., 2018). Ademas de las alteraciones en las PBP, se ha
sugerido que la reduccidon de la permeabilidad o la expulsion activa pueden contribuir a producir
niveles mas altos de resistencia (Postius et al., 2001; Rimbara et al., 2007; Qureshi et al., 2011;
Niv, 2017 Mégraud, 2018). En las bacterias Gram negativas, la resistencia a los antibioticos -
lactamicos se da principalmente por la produccion de B-lactamasas, ya sea cromosémicamente, 0
por plasmido codificante. (Tafur et al., 2008). En H. pylori, no hay indicios de que la resistencia a
Amx se deba a la adquisicion o expresion de B-lactamasas (Francesco, 2011; Kwon et al., 2017),
se han propuesto otros posibles mecanismos de H. pylori relacionados con la resistencia a la Amx,
como: i. Alteraciones estructurales en las proteinas de union a penicilina (PBP); ii. Disminucion
de la permeabilidad de la membrana bacteriana; iii. Expulsion activa que excretan los
medicamentos (Malfertheiner & Selgrad, 2014; Qureshi et al., 2014; Mégraud, 2017) Los cambios
de aminoéacidos en las PBP1 pueden generar resistencia debido a la menor afinidad que se da por

la amoxicilina (Rimbara et al., 2007; Qureshi et al., 2011). Varios estudios han demostrado que
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las sustituciones de aminoacidos que dan lugar a resistencia ocurren en el extremo carboxilo de
PBP1 en el dominio de union a la penicilina (Co & Schiller, 2006; Rimbara et al., 2007; Qureshi
etal., 2011). Por ejemplo, PBP1 una sola sustitucién de aminodcido de serina a arginina en la
posicion 414 (Ser414Arg) ha sido reportada como causante de resistencia (Hu et al, 2016; King et
al., 2017). Sin embargo otras mutaciones no tienen una asociacion directa con la resistencia a los
B-lactamicos por ejemplo mutaciones como: Glu406Ala, Ser417Thr, Met515lle, Asp535Asn,
Ser543Arg, Thr556Ser, Asn562Tyr, Lys648GIn, Arg649Lys, y Arg656Pro, se han reportado en
cepas resistentes pero con amplias variaciones en la concentracion minima inhibitoria (MIC)
encontrada (Okamoto et al., 2002; Co & Schiller, 2006; Godoy et al., 2007; Francesco, 2011;
Kwon et al., 2017; Diab et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo general

Analizar las mutaciones presentes en el gen pbplA asociadas a resistencia frente a amoxicilina en

Helicobacter pylori aislado en pacientes con lesiones gastricas del departamento del Cauca.

3.2.0Dbjetivos especificos

> Determinar las mutaciones presentes en secuencias del gen pbplA asociadas a resistencia

a amoxicilina segun lo reportado en literatura.

> Establecer las relaciones entre las mutaciones del gen pbplA y el diagndstico

histopatoldgico de las biopsias de pacientes con lesiones gastricas
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4. METODOLOGIA

Esta investigacion de tipo observacional de corte transversal, incluye 265 pacientes con lesiones
géstricas Helicobacter pylori positivo del departamento del Cauca. De los cuales, se obtuvieron
229 secuencias validas, de 79 pares de bases correspondientes al gen pbplA relacionado con la
resistencia de H. pylori al antibiético Amoxicilina para el posterior analisis bioinformatico de las
mutaciones presentes. La informacién utilizada para el presente estudio se almaceno en la base de
datos del Grupo de Investigacién en Genética Humana Aplicada de la Universidad del Cauca,
como parte del macroproyecto MUTACION EN LOS GENES DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA EN H. pylori Y SU RELACION CON LA VIRULENCIA, aprobado por
COLCIENCIAS mediante la convocatoria 519-2010 BANCO PROYECTOS EN SALUD -
REGIONAL cddigo: 110351929123.

4.1.0btencion de las muestras de ADN

El ADN gendmico bacteriano fue extraido usando el Kit Wizard®Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI ADN fue

reconstituido en 100 pL de solucidn de rehidratacion y almacenadas a — 30 °C hasta su uso.

4.2.Protocolos de PCR y secuenciacion

Para determinar la presencia de H. pylori se tipifico el gen vacA en las muestras mediante una
prueba PCR mudltiple, empleando el estuche Qiagen Multiplex PCR ®. Las secuencias de los
cebadores fueron las siguientes: vacA s F 5' - ATGGAAATACAACAAACACAC - 33 R 5" -
CTGCTTGAATGCGCCAAAC -3 vacAm F5'- CAATCT GTC CAATCA AGC GAG - 3
R5-GCG TCT AAATAATTC CAA GG — 3'. Lareaccion incluy6 una mezcla de 2 ul de ADN
gendmico bacteriano, 1x de Qiagen Master Mix ®, 0,3 pmol/ul de cada cebador, dos pl de agua
libre de RNAsas en un volumen de 12 pl de reaccion. Los productos de amplificacion se
evidenciaron en geles de agarosa al 1,5 % por tincion con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta,
teniendo como referencia las bandas de amplificacion de las cepas NCTC 11637 (genotipo: cagA,
vacA s1/m1) y 3062 (genotipo: cagA negativo, vacA s2/m2) de H. pylori.
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El gen pbplA fue amplificado por PCR empleando las siguientes secuencias de primer: pbplF 5’
- GCTATTCCACGACTTCTAAA - 3’; pbplR 5> - GCAAGGTTACAAGCCCTAAA- 3, de
acuerdo a lo descrito por Rimbara et al., 2007. Las condiciones de amplificacion fueron
denaturacion inicial por 5 min a 95 °C, 35 ciclos de denaturacion a 95°C por 30 segundos,
hibridacion a 54°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos, extension final a 72°C
por 10 min, mediante un termociclador (MyCycler termal cycler-BIORA D). Los productos de
PCR fueron visualizados mediante gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, en cada ensayo de
PCR se incluyd un control negativo correspondiente a agua destilada estéril. EI ADN amplificado
por PCR fue secuenciado por medio de la empresa MACROGEN, utilizando la tecnologia
Secuenciacion estandar con las siguientes condiciones de la muestra: ADN (Plasmido:

concentracién: 100ng/u€, volumen: 20u¢, producto de PCR purificado (concentracion 50ng/u,

volumen 20u¢) y primer (Concentracion: 5 pmol/u€, volumen: 20u¢) (Rimbara et al., 2007).

4.3.Criterios Inclusion

Electroferograma que cumplieron con los siguientes criterios de calidad: Picos agudos, sin ruido
de fondo, con una precision de lectura del 99 %.

4.4 Criterios Exclusién

Se excluyeron del analisis de bioinformatica los electroferogramas que presentaron: Picos de
fluorescencia con las siguientes caracteristicas: ancho de base mayor a ¥ de la altura, con
nucleétidos no incorporados, multiples picos por posicion, presencia de ruido o contaminacion que

dificulte la lectura de los electroferogramas (Mattocks et al., 2000).

4.5.Creacion de la base de datos bioinformética del gen pbplA

Las secuencias obtenidas y sus correspondientes electroferogramas fueron analizados siguiendo la
Guia para interpretar el electroferograma de secuenciacion de ADN version 3.0 de la Universidad
de Ohio, para establecer que cumplan con los estdndares de calidad, mediante el paquete

informatico BIOEDIT V 7.0.5© (lbis therapeutics, 2005)
23



Las secuencias fueron codificadas en formato FASTA, posteriormente se realizé el alineamiento
mediante Clustal X 1.81 (Thompson et al., 1997) dentro del programa MEGA X © (Kumar et al.,
2018) Para lo cual se fijaron los siguientes pardmetros: 1). opcién de alineamiento mdltiple y
completo, 11). Seleccion del parametro de desactivacion de todas las deleciones e inserciones
(gaps) en las secuencias, antes del alineamiento, I11). Depuracidn de secuencias con tamafio menor

al 95% del promedio de las secuencias (Mattocks et al., 2000).

4.6.Deteccion de mutaciones en el gen pbplA

La presencia de mutaciones en el gen pbplA se realizd6 mediante la comparacion por medio de
alineamiento maultiple utilizando la herramienta bioinforméatica MEGA X: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version X for bigger datasets (Kumar et al., 2018) cotejando las secuencias
seleccionadas en el paso anterior contra la secuencia ATCC43504 usada como control y cepa de
referencia, ya que la MIC determinada experimentalmente para la cepa ATCC 43504 de H. pylori
se ha confirmado como menor a 0.125 por lo cual es usada regularmente como control para
estudios moleculares (Kwon et al., 2017). La presencia de mutaciones asociadas a resistencia
frente a amoxicilina correspondientes al fragmento de 79 pb del gen pbplA secuenciado, fue por
medio de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search  Tool,
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov) para comparar las secuencias de nucleétidos con las mutaciones:
P372S (Qureshi et al., 2014), E406A (Gerrits et al., 2002), S543R (Qureshi et al., 2011), S417T,
T556S, N562Y (Zerbetto De Palmaet al., 2017), V374L, S414R, A474T, A474V, DAT9E, N504D,
N562Y, T593A, T593S, T593G, y T593K (Okamoto et al., 2002; Co & Schiller, 2006; Godoy
et al., 2007; Francesco, 2011; Kwon et al., 2017; Diab et al., 2018) relacionadas con resistencia a

amoxicilina.

4.7. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico fue procesado mediante SPSS version 20.0 © para Windows © (SPSS, Inc.,
IBM Company, Chicago, IL, EE. UU.). Para encontrar si existe asociacion entre los resultados

histopatoldgicos de las biopsias de los pacientes y la presencia de mutaciones en el gen pbplA
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asociadas a resistencia se calcul6 mediante la prueba de Chi-cuadrado, con un P-valor <.05
considerado estadisticamente significativo, finalmente se calculd los valores de OR y sus
intervalos de confianza para determinar si existe asociacion entre las variables sociodemogréficas

y la presencia de mutaciones en el gen pbplA asociadas a resistencia.
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5. ASPECTOS ETICO - LEGALES

Este proyecto esta acorde a las Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la
Investigacion en Salud establecidas en la Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.
Lo respalda la aprobacion del comité de ética de la Universidad del Cauca, en el marco del proyecto
MUTACION EN LOS GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN H. pylori Y SU
RELACION CON LA VIRULENCIA (Anexo #1 Aval ético). De igual forma para garantizar los
derechos los participantes, se realizd el consentimiento informado individualizado para cada
paciente, previa explicacion sobre el estudio, los posibles beneficios y riesgos, al igual que la
garantia de la confidencialidad de la informacion suministrada, dejando constancia por medio del

formato de consentimiento informado firmado (Anexo B)
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6. RESULTADOS

6.1.Caracteristicas sociodemograficas general de la poblacion de pacientes incluida

Se incluyeron en el estudio un total de 229 pacientes, de los cuales se diagnosticé la infeccion por
H. pylori mediante estudio histopatologico. La edad media de los pacientes fue 49,8 afios (x14,1).
El 62% (142/229) fueron mujeres y el 38% (87/229) hombres, el 45,6 (102/229) provenian del
area rural, y el 55,4% (127/229) del area urbana.

6.2.Base de datos bio-informatica del gen pbplA

Como resultado de la revision de la base de datos de secuencias del gen pbplA almacenada en el
Grupo de Investigacion en Genética Humana Aplicada, se encontraron un total de 265 secuencias
correspondientes a igual nimero de pacientes, las cuales se encontraban de forma simultanea en
formato ABI, pdf y txt, usando el formato ABI se realizd el proceso de confirmar la secuencia
registrada con su correspondiente patron de electroferograma, como resultado de este proceso se
cred una nueva base de datos, de esta fase se obtuvieron finalmente 229 (86.4%) secuencia validas
y 36 (13.6%) invalidas, los errores encontrados fueron problemas por ruido de fondo (Figura Aa),
baja sefial en el electroferograma (Figura Ab) y adicionalmente en todas las secuencias se encontro
baja especificidad al inicio de la secuencia (Figura Ac) lo cual redujo el nimero final de pares de
bases validas desde las 134 pb esperadas para el conjunto de primers hasta las 79 pb que se lograron

validar para el andlisis posterior.
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Figura A. Errores de secuenciacién encontrados en los electroferogramas, elaborado en: BIOEDIT V

7.0.5. a) ruido de fondo, b) sefial de lectura, c) baja especificidad al inicio de la secuencia.

En la siguiente fase, ya usando solo las secuencias que cumplian con los criterios de inclusion, se
procedi6 a realizar la comparacion con la base de datos de la National Center for Biotechnology
Informacion (NCBI) utilizando la herramienta “blastx” por medio de la cual se confirmo el

alineamiento con la secuencia registrada para el gen pbplA de Helicobacter pylori y la posicion
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dentro de esta del fragmento secuenciado (Figura B), entre las posiciones 401 — 426
correspondientes a la cepa control NC_000915 1 .

@ Download ~ GenPept Graphics

penicillin-binding protein [Helicobacter pylori]
Sequence ID: WP_000913684.1 Length: 660 Mumber of Matches: 1
B See 1 more title(s)

Range 1: 401 to 426 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

£0.8 bits{146) 4e-12 Composition-based stats. 26/26(100%) 26/26(100%) 0/26(0%) +1

Query 1 ¥SKNSEQNHAWHPSINYSRKFLGLVTL 78
¥ SKNSEQNHAWHP SNYSREFLGLVTL
Sbjct 481 YSKNSEQMHAWHPSNYSRKFLGLVTL 426

[EBlDownload ~ GenPept Graphics

penicillin-binding protein [Helicobacter pylori]
Sequence ID: WP_089482540.1 Length: 659 MNumber of Matches: 1
& See 1 more title(s)

Range 1: 401 to 426 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

£0.8 bits{146) 4e-12 Composition-based stats, 26/26(100%) 26/26{100%) 0/26{0%) +1

Query 1 YSENSEQNHAWHPSNYSRKFLGLVTL 78
¥ SKNSEQNHAWHPSINYSREFLGLVTL
Sbjct 481 YSKNSEQMHAWHPSNYSRKFLGLVTL 426

Figura B. Alineamiento mediante Blastx del fragmento secuenciado, elaborado en: herramienta
online Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
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Figura C. Base de datos final elaborado en: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version
X (MEGA X)

Como resultado del alineamiento de todas las secuencias incluidas en el estudio con la secuencia
NC_000915 1 correspondiente a cepa control de H. pylori, se obtuvo la base de datos final del
estudio en formato MEG correspondiente a MEGA X (Figura C) con lo cual se pudo establecer

las mutaciones presentes en cada posicion.

6.3.Frecuencia de mutaciones asociadas con resistencia de H. pylori a amoxicilina

En la revision de la secuencia del fragmento de 79 pb del gen pbplA obtenido de las muestras
gastricas, se encontrd 17 tipos de mutaciones en la secuencia de ADN que correspondieron a 11
cambios en la secuencia de aminoacidos. Todas las mutaciones observadas fueron de tipo
sustitucion, de esta forma se establecidé que el 89,52% (205/229) de las muestras estudiadas
presentaban mutaciones relacionadas con resistencia de H. pylori a amoxicilina. ElI 47.16%
(108/229) de las muestras se reportaron al menos dos mutaciones asociadas a resistencia en la

misma secuencia. Las mutaciones encontradas mas frecuente fueron: S417T con el 75.98%
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(174/229), seguida de la mutacién E406A presente en el 50.63% (116/229) y E406V en el 20.52%
(47/229) (Figura 4).

80%
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b6(%

50%
0%

30%

20%

x I 2

0% -+ - - - - — —

S402G EA06A  E406V E4DeM  E406T Q407K WALIR HA12Y S5414N 54177  5417P

Figura D. Frecuencia de las mutaciones en el gen pbplA de aislados de H. pylori de pacientes con
lesiones gastricas del departamento del Cauca, Elaborado en: Excel versién 2016 (Microsoft
Office)
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6.4.Asociacion de los resultados histopatoldgicos con la presencia de mutaciones

asociadas a resistencia

Se logré obtener el resultado histopatoldgico para 226 pacientes con lesiones gastricas distribuidos
tal como se presenta en la tabla 1. En todas las lesiones (gastritis crénica no atréfica, gastritis
cronica atrofica, metaplasma intestinal, displasia y cancer gastrico), se encontraron mutaciones
relacionadas con la resistencia de H. pylori a la amoxicilina, aunque no hubo diferencia

estadisticamente significativa (p=0,61).

Tabla A. Relacion de mutaciones en pbplA de H. pylori y lesiones gastricas encontradas en los

pacientes
Lesidn gdstrica n Numero de am;.)l/f/cados X2 p-value
con mutaciones

Gas'tr'/t/s crénica no 79 64

atréfica

Gastritis cronica atrofica 34 29

. . 2,695 0,61

Metaplasma intestinal 86 77

Displasia 9 8

Cdncer gdstrico 18 16

Total 226 194

n: Numero de pacientes, X?: Chi cuadrado.

32



6.5.Asociacion de las variables sociodemograficas con la presencia de mutaciones asociadas a

resistencia

Para las caracteristicas sociodemograficas se establecio las variables edad y sexo para 228

pacientes, y para procedencia en 226 paciente, logrando encontrar en este estudio encontrd que ni

la edad o procedencia, presentaban diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05), sin

embargo, el sexo si presento una asociacion estadisticamente significativa con la presencia de

mutaciones asociadas a resistencia (p< 0.05) como se puede observar en la tabla 2.

Tabla B. Relacion de mutaciones en pbplA de H.

de los pacientes con lesiones gastricas

pylori y las caracteristicas sociodemograficas

CARACTERISTICA

MUTACIONES

-value
SOCIO- ASOCIADAS CON OR IC x? P
DEMOGRAFICA RESISTENCIA

EDAD Presentes Ausentes
18 -40 48 10 1,09 0,39 - 3,03
41 - 60 106 14 0,677 0,32-1,43 1,212 0,5455
61->71 42 8 0,928 0,39-2,17
SEXO
HOMBRE 79 7 2,411 0,99 - 5,85

3,978 0,0461
MUIJER 117 25 0,414 0,17 -1,00
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PROCEDENCIA

URBANO 105 19 1,719 0,36-7,99
RURAL CABECERA 70 11 1,492 0,30-7,31
RURAL DISPERSO 19 2 0,581 1,12-2,70

0,532

0,7666

OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianza, X?

: Chi cuadrado.
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7. DISCUSION

Los estudios de resistencia de H. pylori muestran diferencias considerables entre los paises e
incluso entre los estudios en un mismo pais. En America Latina, la prevalencia de resistencia a
amoxicilina se encuentra entre el 09%-39% (Thung et al., 2016; Hooi et al., 2017), aunque paises
como el ecuador, reportan prevalecias del 43% de cepas con una CMI >0,125. (Camargo et al.,
2014) En Colombia los estudios orientados a evaluar la susceptibilidad de H. pylori a amoxicilina
son escasos Y estos difieren en la metodologia de analisis de susceptibilidad y en la prevalencia de
la resistencia. En la poblacion del sur de Colombia (Tumaco — Narifio) se encontr6 una resistencia
del 20.5% (Figueroa et al., 2012), mediante dilucién en agar; en la ciudad de Bogota se ha
reportado una prevalencia del 9.5% con la misma técnica (Yepes et al., 2008), mientras que
Trespalacios et al en el 2010 reporto una resistencia del 3.8% mediante técnica de E-test en la
misma ciudad (Trespalacios et al., 2010). En contraste con lo reportado en aislados de H. pylori
del eje cafetero (Armenia y Pereira) donde no se encontro resistencia a amoxicilina por medio de
E-test (Alvarez etal., 2009). Estas variaciones geograficas de la resistencia de H. pylori a
amoxicilina, podrian indicar que en algunas zonas del sur occidente colombiano presentan mayores
niveles contrastando lo observado al interior del pais. El primer hallazgo importante de esta
investigacion fue la alta prevalencia de mutaciones asociadas a resistencia a amoxicilina en la
poblacion de estudio con frecuencias de (89,52%). En contraste con otros estudios realizados por
técnicas moleculares en regiones colombianas como Tuquerres y Monteria, donde las frecuencias
de nutaciones relacionadas son de 5.4% y 50% respectivamente (Vergara, 2017; Fernandez, 2013).
La mutacion mas frecuente encontrada en la poblacion de estudio fue S417T con (75.98%); donde
estudios fenotipicos de resistencia de H. pylori a amoxicilina mediante concentraciones minimas
inhibitorias (MIC); se ha encontrado valores entre 0.032 hasta 0.064 mg/L. cuando esta es la Unica
mutacion presente en la cepa (Zerbetto De Palma et al., 2017). La mutacion E406A siendo la
segunda mas frecuente con (59.18%), los estudios de resistencia han encontrado valores MIC que
van desde 0.032 hasta 1 mg/L en estudios previos (Godoy et al., 2007; Zerbetto De Palma et al.,
2017; Azucena et al., 2019). Esta mutacion de forma individual se asocia a resistencia con valores

bajos de MIC, sin embargo, al estar de forma conjunta con S417T este valor incrementa entre 1y
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2mg/L (Gerrits et al., 2002; Gerrits et al., 2006; Zerbetto De Palma et al., 2017); lo cual podria
indicar que existe algunas mutaciones del gen pbplA de caracter aditivo lo que pueden establecer
la resistencia a amoxicilina. Finalmente, la mutacion E406V se presento en el 20.57% de los
pacientes, de esta mutacion en nuestro pais solo existe el reporte de (Azucena et al., 2019). Sin
embargo estas mutaciones aun que estdn asociadas a la resistencia a amoxicilina no son
determinantes Unicos de esta, como prueba de esto la el estudio de (Betancourt, 2013) demostro
que la presencia de estas mutaciones en aislados de pacientes no se relacion6é con un fracaso
terapéutico medido por test de ureasa en aliento. Por otra parte, las demas mutaciones no tienen
reportes previos y se desconoce si tienen alguna relacion con resistencia, siendo mutaciones como
E406M, S414N y S417P de especial interés ya que se ubican en posiciones donde se ha presentado
asociacion con resistencia a amoxicilina. Teniendo en cuanta los resultados del presente estudio,
sumado a la resistencia encontrada a claritromicina y metronidazol en la region (Acosta et al.,
2014; Acosta et al., 2017) se recomienda como un posible esquema de primera linea la triple terapia
por 14 dias con IBP, amoxicilina y claritromicina para el tratamiento de la infeccién por H. pylori
en la poblacion del departamento del Cauca. Esto en concordancia con las recomendaciones
presentadas por el consenso de Maastricht/Florencia V (Malfertheiner et al., 2017) Finalmente, los
resultados del analisis estadistico para el tipo de lesion gastrica encontrada, no se encontraron
diferencias significativas, lo cual concuerda con los reportes previos (Yepes et al., 2008; Alvarez
et al., 2009; Figueroa et al., 2012; Fernandez, 2013;), donde hasta el momento no se ha establecido
que la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a amoxicilina esté relacionada con el

prondstico en los resultados histopatoldgicos de los pacientes.
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8. CONCLUSION

Este estudio genotipico de las cepas de H. pylori en la poblacion con lesiones gastricas del de
departamento del Cauca, constituye un punto de partida regional, para establecer la variabilidad
genética del gen pbplA. Adicionalmente por la alta frecuencia de varias mutaciones reportadas en
este estudio y su posible implicacion sobre la resistencia a amoxicilina, es necesario realizar
estudios complementarios in vitro para evaluar la expresion de la resistencia en los aislados

encontrados.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con los estudios sobre la epidemiologia de la resistencia, ya que permite
establecer dentro de las opciones terapéuticas avaladas internacionalmente la mejor a nivel
regional para hacer frente a la infeccion por H. pylori de acuerdo al patron de resistencias

encontrado, sobre todo teniendo en cuenta que este varia con el tiempo.

A nivel de técnicas de laboratorio se recomienda evaluar otras técnicas de amplificacion sobre el
gen pbplA, como por ejemplo por PCR anidada, para mejorar la sensibilidad de los productos de
PCR, al igual como evaluar otros pares de cebadores para aumentar el tamafio de la secuencia
amplificada, ya que esto puede permitir encontrar otras mutaciones, que por el tamafio de la

secuencia analizada en el presente estudio pudieron no ser registradas.
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