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. Resumen
En los ultimos afios se ha observado un aumento en la prevalencia de la infeccion
por Helicobacter pylori en diferentes regiones, asociado principalmente al aumento
de cepas resistentes a diferentes antibioticos. El farmaco de mayor importancia en
la terapia de erradicacion es la claritromicina y el mecanismo de resistencia mas
estudiado es la presencia de mutaciones puntuales en el gen 23S rRNA, sin
embargo, recientemente ha surgido la posible participacion de las bombas de
eflujo en la extrusién de claritromicina como un mecanismo de resistencia. Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el nivel de expresion de los
genes HP0605 y HP0971 de bombas de eflujo en cepas de H. pylori sensibles y
resistentes a claritromicina. Un total de 49 pacientes fueron incluidos en el estudio,
de los cuales se aislaron 14 cepas de H. pylori. Mediante el método de Kirby
Bauer se evaluo la resistencia a claritromicina. El nivel de expresion de HP0605 y
HP0971 se determin6é mediante qRT-PCR. Del total de aislamientos, s6lo dos
cepas fueron resistentes a claritromicina (IEC-177 y UEGE-902), lo que significa
una prevalencia de resistencia de 16.6%. Al evaluar la presencia de las
mutaciones, la cepa UEGE-902 presentd la mutacion A2142G. En la cepa IEC-
177, ambos genes tuvieron un mayor nivel de expresion en comparacion con los
aislamientos sensibles, mientras que la cepa UEGE-902 presentd un nivel de
expresion similar a varios aislamientos sensibles e, interesantemente, algunos
aislamientos sensibles tuvieron un mayor nivel de expresion que ésta. No se
observaron diferencias significativas en el nivel de expresién de ambos genes
entre las cepas con genotipos cagA+, cagA-, vacA slml y vacA s2m2. El nivel de
expresion de ambos genes no presentd las diferencias esperadas entre los

aislamientos sensibles y los resistentes.

Palabras clave: Helicobacter pylori, bombas de eflujo, HP0605, HP0971,

claritromicina, resistencia.



[I. Abstract
In recent years there has been an increase in the prevalence of Helicobacter pylori
infection in different regions, mainly associated with the increase in strains
resistant to different antibiotics. The most important drug in eradication therapy is
clarithromycin and the most studied resistance mechanism is the presence of point
mutations in the 23S rRNA gene, however, the possible involvement of efflux
pumps in the extrusion of effusion has recently emerged. Clarithromycin as a
mechanism of resistance. Therefore, the objective of the present study was to
evaluate the level of expression of the HPO605 and HP0971 genes of efflux pumps
in strains of H. pylori sensitive and resistant to clarithromycin. A total of 49 patients
were included in the study, of which 14 strains of H. pylori were isolated. The
resistance to clarithromycin is evaluated by Kirby Bauer's method. The expression
level of HP0605 and HP0971 was determined by gRT-PCR. Of the total isolates,
only two strains were resistant to clarithromycin (IEC-177 and UEGE-902), which
means a prevalence of resistance of 16.6%. When evaluating the presence of
mutations, strain UEGE-902 presented the A2142G mutation. In strain IEC-177,
both genes had a higher level of expression compared to sensitive isolates, while
strain UEGE-902 had a level of expression similar to several sensitive isolates and,
interestingly, some sensitive isolates had a higher level. of expression that is. No
differences were observed in the level of expression of both genes between strains
with genotypes cagA +, cagA-, vacA s1lml and vacA s2m2. The expression level of
both genes did not show the expected differences between sensitive and resistant

isolates.

KEYWORDS: Helicobacter pylori, efflux pump, HP0605, HP0971, clarithromycin,

resistance.



[ll. Introduccion
Helicobacter pylori es un bacilo espirilar, Gram negativo, con una longitud de 2-4
um y 0.5-1 um de ancho, posee de 4 a 6 flagelos con un bulbo distintivo final que
incrementa su movilidad en el mucus del cuerpo gastrico (Li, 2015; Kamboj et al.,
2017; Ahmed et al., 2018). H. pylori es un microorganismo microaerofilo, que se
desarrolla adecuadamente a una temperatura de 34-40°C, requiere de 5-8% de Oz
y 5-10% de CO2 en un ambiente de alta humedad (Li, 2015).

La infeccion por H. pylori afecta a mas de la mitad de la poblacion mundial, las
tasas de infeccidn reportadas varian entre diferentes regiones, con una mayor
prevalencia en paises en desarrollo (Zamani et al., 2018; Gravina et al., 2018). Un
metaanalisis realizado por Hooi et al., en 2017 reporta que las regiones con mayor
prevalencia son Africa (79.1%), América Latina y el Caribe (63.4%) y Asia (54.7%).
En México, un estudio realizado por Alarid-Escudero et al., en 2017 reporté una

prevalencia nacional de 86.1%.

H. pylori coloniza el mucus del epitelio gastrico, en donde puede provocar
inflamacion crénica progresiva y una variedad de enfermedades gastroduodenales
que incluyen: gastritis crénica atrofica, Ulcera péptica y cancer gastrico, en 1 a
10% de los individuos colonizados (Savoldi et al., 2018; Debraekeleer y Remaut,
2018; Rizvanov et al., 2019). El resultado final de la infeccién por H. pylori esta
determinado por una interaccibn compleja entre factores bacterianos, del

hospedero y ambientales (Jemilohun y Otegbayo, 2016; Sterbenc et al., 2019).

El cancer gastrico es la quinta neoplasia maligna mas comudn vy la tercera causa
principal de morbilidad relacionada con el cancer en todo el mundo (Diaz et al.,
2018; lerardi et al., 2017). Se ha demostrado que la erradicacion de la infeccién
por H. pylori reduce la incidencia de cancer gastrico, sin embargo, la eficacia del
tratamiento de erradicacion ha disminuido drasticamente en los Ultimos afios,
debido al aumento de la resistencia a antibiéticos (Savoldi et al., 2018; Nishisawa
et al., 2014).

Inicialmente, la terapia triple estandar desarrollada en 1990 se recomendé como la

primera linea de tratamiento en pacientes positivos para H. pylori, debido a la
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elevada tasa de erradicacion inicialmente obtenida (White et al., 2015; Jemilohun y
Otegbayo, 2016). Esta terapia consiste en la administracion de los antibidticos
claritromicina (ClIr) y amoxicilina (Amx), y un inhibidor de bombas de protones
(IBP) durante una semana (Burkitt et al., 2017; White et al., 2015; Jemilohun y
Otegbayo, 2016).

Gracias a su efecto bactericida sobre H. pylori, la claritromicina es reconocida
como el antibiético mas importante dentro del tratamiento de primera linea (Talebi,
2014). La claritromicina es un macrdlido bacteriostéatico estable al &cido que inhibe
la sintesis de proteinas bacterianas mediante su union a la regién V de la
subunidad ribosomal 23S (23S rRNA) (Flores-Trevifio et al., 2018; Park et al.,
2016). El incremento de la resistencia a claritromicina disminuye drasticamente la
tasa de erradicacion de H. pylori (Nishizawa y Suzuki, 2014; Serrano et al., 2017).
La presencia de mutaciones puntuales en la region peptidiltransferasa codificada
en el dominio V del gen 23S rRNA confiere a H. pylori resistencia a los macrolidos
(Vianna et al., 2016; Rizwan et al., 2014). Estas mutaciones inhiben la union de la
claritromicina a su sitio blanco, evitando asi, ejercer su efecto sobre la bacteria.
Las principales mutaciones del gen 23S rRNA incluyen una transicion de adenina
a guanina en las posiciones 2142 (11.7%) y 2143 (69.8%), y una transversion de

adenina a citosina en la posicion 2142 (2.6%) (Matta et al., 2018).

La prevalencia de la resistencia a claritromicina ha aumentado en diferentes
regiones. Se ha demostrado que en paises con tasas bajas de seropositividad
para H. pylori, la prevalencia de resistencia a los antibiéticos no parece cambiar
considerablemente con el tiempo (Thung et al., 2015). En contraste, los paises
con tasas mas altas de seropositividad para H. pylori se asocian con tasas cada
vez mayores de resistencia a la claritromicina (Thung et al., 2015). En el Estado de
Guerrero, México, Alarcon-Millan et al., reportaron una prevalencia de resistencia
a claritromicina del 17.8%, superior a lo establecido por los criterios de Maastricht,
gue recomiendan evitar la terapia triple estandar basada en claritromicina si la tasa

de resistencia local la claritromicina supera el 15%.



Las bombas de eflujo son complejos de proteinas capaces de transportar
moléculas desde el interior de la célula bacteriana hasta el espacio extracelular
(Du et al., 2018; Blanco et al., 2016; Rahman et al., 2017). Especificamente, las
bombas RND se describieron por primera vez como un grupo de proteinas de
transporte de membrana involucradas en la resistencia a metales pesados
(Ralstonia metallidurans), nodulacién (Mesorhizobium loti) y division celular
(Escherichia coli) (Puzari y Chetia, 2017; Blair y Pidock, 2016). Estan ubicadas
en la membrana interna (MI), pero deben interactuar con una proteina
adaptadora peripldsmica (también llamada proteina de fusion de membrana) y el
canal de membrana externa (ME), produciendo asi un complejo de tres
proteinas que abarca la Ml, el periplasma y la ME (Puzari y Chetia, 2017; Geng
et al., 2017).

Los genes que codifican para bombas de eflujo se encuentran organizados en
operones, su expresion estd mediada por reguladores globales y locales que
controlan y optimizan la expresion génica en respuesta a sefiales especificas
(Puzari y Chetia, 2017; Geng et al., 2017). La resistencia a antibiéticos mediada
por bombas de eflujo RND se describié por primera vez en E. coli mediante la
sobreexpresion de proteinas Tet y su participacion en la resistencia a tetraciclinas.
También se ha demostrado la participacion de estos transportadores en la
resistencia a fluoroquinolonas y se sabe que el tratamiento con dichos antibioticos
contribuye a la sobreexpresién de las bombas de eflujo (Spengler et al., 2017;
Gong y Yuan, 2018).

En H. pylori se han identificado cuatro sistemas de eflujo RND, codificados por los
genes HP0605-HP0607, HP0971-HP0969, HP1327-HP1329 y HP1489-HP1487.
Los genes HP0605 y HP0971 son homélogos del gen tolC de E. coli, que codifica
para la proteina de membrana externa TolC, mientras que los genes HP0606 y
HP0970 (homodlogos del gen acrA) codifican para la proteina de fusion, y
finalmente, HP0607 y HP0969 (homdlogos del gen acrB) codifican para la proteina
de membrana interna (Hirata et al., 2010; Geng et al., 2017; Nishizawa y Susuki,
2014).



En el 2000, Bina et al identificaron tres sistemas de eflujo RND en H. pylori,
denominados hefABC, hefDEF y hefGHI. En dicho estudio, HP0O605 (También
denominada hefA) y HP0971 (también denominado hefD) se expresaron tanto in
vivo como in vitro. Sin embargo, no se pudo establecer el papel de estos sistemas

de eflujo en la resistencia a tetraciclina, cloranfenicol y claritromicina.

Van Amsterdan et al., en el 2005 demostraron que al inactivar los genes HP0605 y
HP0971 aumentaba la sensibilidad a novobiocina y metronidazol. Por otro lado,
Hirata et al., en 2010 demostraron que 15 cepas resistentes a claritromicina
expresaban los genes HP0605 y HP0971 vy, al afiadir un inhibidor de bombas de
eflujo la concentracién minima inhibitoria del farmaco (CMI) disminuyd en todas las
cepas. Agudo et al.,, en 2010, encontraron que el 19% (8/42) de las cepas
resistentes a claritromicina carecian de mutaciones puntuales en el gen 23S rRNA
y proponen la participacion de las bombas de eflujo RND en la resistencia a

claritromicina.

Alarcon-Millan et al.,, en 2016 observaron que de ocho cepas de H. pylori
resistentes a claritromicina aisladas de pacientes dispépticos, solo una presentaba
mutaciones en el gen 23S rRNA. Resultados similares fueron encontrados por
Queck et al., en 2016, quienes aislaron 165 cepas resistentes a claritromicina de
pacientes en Vietham y observaron que so6lo ocho de las 165 cepas presentaban
mutaciones en el gen 23S rRNA, y sugieren la participacion de otros mecanismos
en la resistencia a antibioticos, como la presencia de bombas de eflujo. Por lo
anterior, en el presente trabajo nos planteamos evaluar el nivel de expresion de
los genes HPO605 y HP0971 de bombas de eflujo RND en aislamientos sensibles
y resistentes con y sin mutaciones en el gen 23S rRNA y establecer su posible

papel en la resistencia al farmaco.



IV. Material y métodos

Pacientes

Se incluyeron 49 pacientes del Instituto Estatal de Cancerologia “Arturo Beltran
Ortega” en Acapulco, Gro. y de la Unidad Especializada de Gastroenterologia
Endoscopia, en Chilpancingo, Gro., México que acudieron a realizarse una
endoscopia por padecimientos gastricos. Los participantes del estudio firmaron
una carta de consentimiento informado y contestaron una encuesta para registrar

sus datos generales e historial clinico.
Obtencion de biopsias

Después de un ayuno de 8 horas, el estudio endoscépico se realiz6 con un
procesador de video y un gastroscopio de video (Fujinon, Wayne, NJ, EE. UU.).
Durante el procedimiento se tomaron dos biopsias de cada paciente. La primera
biopsia se depositd en caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Becton Dickinson,
Carolina del Norte, EE. UU.) con 10% de glicerol para cultivo bacteriologico. La
segunda biopsia se colocd en una solucién tamponada (Tris 10 mM pH 8, EDTA
10 mM, SDS 0.5%) para la extraccion de DNA.

Cultivo e identificacion de H. pylori

La biopsia destinada al cultivo se macer6 usando un aplicador de madera estéril y
se colocaron 50 pl del homogenizado en una placa de agar Columbia (Becton
Dickinson, North Caroline, EE. UU.), suplementado con 10% de sangre humana,
20% de plasma, Isovitalex (Becton Dickinson, North Caroline, EE. UU.) y
suplemento selectivo antibidtico Dent (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) a un pH
de 6.8 - 7.0 y se distribuyd en la placa de cultivo. Las placas inoculadas se
incubaron en condiciones microaerofilas con niveles de 10% de CO2 a 37°C de 3 a
6 dias. Los cultivos positivos para H. pylori se identificaron por morfologia colonial
(colonias pequeias, transparentes de 1 mm de diametro), tincion de Gram y
pruebas bioquimicas (ureasa, catalasa y oxidasa positiva). Los aislados se
almacenaron a -70°C en 1 ml de caldo BHI (Becton Dickinson, North Caroline, EE.
UU.) con 30% de glicerol.



Prueba de susceptibilidad a claritromicina

La susceptibilidad a claritromicina se determiné mediante el método de difusion en
disco (Kirby Bauer) (Grignon et al., 2002). A partir de subcultivos de 72 h
identificados como H. pylori se diluyeron en caldo BHI estéril y se ajustaron a un
estandar de 3.0 McFarland (= 108 UFC/ml de células viables) (Boyanova et al.,
2000). La suspension bacteriana se extendido sobre placas de Petri con agar
Columbia suplementado con 10% de sangre y plasma humano e Isovitalex a pH
6.8 a 7.0. El in6culo se dispers6 con un hisopo estéril para cubrir completamente
la superficie del medio. Se colocaron discos con 15 pg de claritromicina (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) sobre la superficie de la placa. Las placas se incubaron

bajo las condiciones antes mencionadas (5% de Oz, 10% de CO32) durante 72 h.
Extraccién de DNA

De los aislamientos identificados como H. pylori, se realizaron subcultivos
incubando bajo las condiciones anteriormente descritas. El DNA total se extrajo
mediante la técnica de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Sambrook y Russel,
2001). Una vez obtenido el DNA se rehidraté en agua desionizada estéril (Anexo
3). La concentracion total de DNA se determiné en el NanoDrop 2000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE). EI DNA de las cepas aisladas se almacené a -
20°C hasta su uso.

Genotipificacion de vacA y cagA de H. pylori

La genotipificacion de vacA y cagA se realiz6 mediante PCR punto final con
oligonucledtidos especificos para cada regién (Tabla 1). En todos los casos la
amplificacion se llevo a cabo utilizando 50 ng de DNA en un volumen de mezcla
de reaccion de 20 pl. La determinacion de cagA se realizo utilizando 1.7 mM de
MgClz, 0.2 mM de dNTPs y 1 U de Taq DNA polimerasa. Para vacA la mezcla de
reaccion consistio en 2 mM de MgClz, 0.18 mM de dNTPs y 1 U de Tag DNA

polimerasa.
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Tabla 1. Oligonucleétidos usados en este estudio

Tamaiio del
. . producto , o
Oligonucleodtidos Secuencia (5 - 3’) o Referencia Condiciones
amplificado
(pb)
cagA F1 GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG Park et al. 30 c¢iclos a
349 (2001) 94°C por 40
cagA B1 CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA
s, 55.5°C por
cagA2F GGAACCCTAGTCGGTAATG Rudi et al. 30 sy 72°C
500/850
cagA2R ATCTTTGAGCTTGTCTATCG (1998) por 50 s
VALF ATGGAAATACAACAAACACAC Atherton et 30 ciclos a
259/286 S Q
VAL R CTGCTTGAATGCGCCAAAC al. (1995) por
VacAs CAATCTGTCCAATCAAGCGAG min, S0
Atherton et POr 1 min y
570/645 pee q
VacAas GCGTCTAAATAATTCCAAGG al. (1999) por
min

Extraccién de RNA y retrotranscripcion

De los aislamientos identificados como H. pylori, se realizaron subcultivos

incubados bajo las condiciones anteriormente descritas. Se disolvié un conjunto de

colonias de cada cultivo en 1000 ul de PBS 1x y se centrifugé a 2000 rpm por 5

min, se realizaron tres lavados mas. Posteriormente se realizd la extraccion de

RNA total con el reactivo de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se rehidraté en

H20 DEPC. Para la sintesis de cDNA, se realizaron diluciones del RNA con H20

DEPC. Posteriormente, 50 ul de las muestras se agregaron a una mezcla de

reaccion de 20 ul que contiene 1 ul de random primers, 1 pl de M-MLV (40 U/ul)
(Invitrogen Life Technologies), 4 ul de dNTPs (2.5 mmol/l), 4 ul de buffer 5x First
Strand, 2 pl de DTT (0.1 M) y 1 yl de RNAse OUT Recombinant Ribonuclease
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Inhibitor (40 U/ul). La sintesis de cDNA se realiz6 a 25°C por 10 minutos, seguido

de 50 minutos a 37°C. Finalmente, la reaccion se inactivdé a 70°C durante 15 min.
g-PCR

Los niveles de mRNA de HP0605 y HP0971 se determinaron mediante PCR en
tiempo real utilizando sondas TagMan. Se realizaron curvas estandar utilizando
diluciones seriadas de cDNA. Se prepararon mezclas de reaccion de 10 ul, usando
50 ng de cDNA, 5 ul Tagman UNIVERSAL MASTER y 0.5 ul de sondas Tagman.
La PCR se llevo a cabo a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C

durante 15 sy 60°C durante 60 s segun las instrucciones del fabricante.
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V. Resultados

5.1. Caracteristicas de la poblacion e infeccion por H. pylori.

Se analizaron 49 biopsias de pacientes con patologia géstrica que acudieron a
realizarse un estudio endoscoépico al Instituto Estatal de Cancerologia. Los
participantes de entre 40-59 afios presentaron un porcentaje mayor de positividad
al cultivo de H. pylori (18.37%). Los hombres tuvieron una mayor participacion en
el estudio que las mujeres, sin embargo, el porcentaje de positividad al cultivo de
H. pylori fue el mismo 14.29% (7/49) en ambos casos. El 81.6% (40/49) de los
participantes tuvieron un diagndéstico preliminar de gastritis crénica activa, en el
28.57% (14/38) de los casos se aislo H. pylori (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas generales de los participantes en el estudio y frecuencia
de la infeccion por H. pylori.

Hp Positivo  Hp Negativo

n (%) n (%)
N=14 N=35
Edad
20-39 0 (0) 7 (14.29)
40-59 9 (18.37) 15 (30.61)
> 60 afios 5 (10.20) 13 (26.53)
Género
Femenino 7 (14.29) 15 (30.6)
Masculino 7 (14.29) 20 (40.82)
Diagnaostico endoscopico
Gastritis cronica 14 (28.57) 26 (53.06)
Cancer gastrico 0 (0) 9 (18.37)

Posteriormente se realiz6 el diagndstico molecular por PCR del gen 16S rRNA de
H. pylori y por cultivo en las biopsias de pacientes con patologia gastrica. Los
resultados obtenidos mostraron que el diagnostico positivo por PCR fue mayor
(38.78%), con respecto al cultivo (28.57%). Todos los aislamientos identificados
como H. pylori por cultivo (14/14) se confirmaron mediante PCR del gen 16S rRNA
(Tabla 3).
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Tabla 3. Deteccién de H. pylori por cultivoy PCR

Cultivo PCR 16S
Resultado n (%) n (%)
n=49 n=49
Positivo 14 (28.57) 19 (38.78)
Negativo 35 (71.43) 30 (61.22)

5.2. Genotipificacion de cagA y vacA de aislamientos de H. pylori

Los aislamientos identificados como H. pylori se genotipificaron para cagA y vacA
mediante PCR punto final. Las variantes alélicas del gen vacA se determinaron en
el 100% de las cepas. El genotipo slml se encontré en el 78.57% (11/14) de las
cepas, mientras que el genotipo s2m2 se detectd en el 21.43% de los aislados
(3/14). El gen cagA se encontré en el 85.71% (12/14) de los aislamientos (Tabla
4).

Tabla 4. Distribucidon de los genotipos vacA y cagA en cepas de H. pylori aisladas de
pacientes con patologia gastrica

Genotipo n (%)
n=14
Positivo 12 (85.71)
cagA
Negativo 2 (14.29)
slml 11 (78.57)
vacA
s2m2 3 (21.43)
vacA slml/cagA+ 10 (71.43)
vacAlcagA vacA slml/cagA- 1(7.14)
vacA s2m2/cagA+ 2 (14.29)
vacA s2m2/cagA- 1(7.14)
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5.3. Susceptibilidad a claritromicina.

Se analiz6 la resistencia a claritromicina mediante el método de Kirby-Bauer de los
14 aislamientos obtenidos. El 16.66% (2/14) de las cepas aisladas present6

resistencia a claritromicina (Figura 1).

159

10 A

NUumero de cepas

Resistencia a Claritromicina

Figura 1. Resistencia a claritromicina de cepas de H. pylori aisladas de biopsias
gastricas.

5.4. Expresiéon relativa de HP0605 y HP0971 en aislamientos de H.
pylori.

Mediante gRT-PCR se evalud la expresion relativa de los genes de bombas de
eflujo HP0605 y HP0971 utilizando el gen 16S rRNA como gen enddgeno para
normalizar los valores obtenidos en 14 cepas de H. pylori resistentes y sensibles a
claritromicina aisladas de pacientes con patologia gastrica. La cepa IEC-177 (CIrR)
presento una expresion significativamente mayor del gen HP0605 en comparacion
con 11 aislamientos sensibles a este antibi6tico (**p<0.01, ***p<0.001) (Figura 2A),
mientras que para el gen HP0971 la expresién fue mayor en comparacion con los
12 aislamientos sensibles a claritromicina (Figura 2C). Por otro lado, en el
aislamiento UEGE-902 (CIrR) se observé un nivel de expresién significativamente
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mayor del gen HP0605 en comparacion con 4 de los aislamientos sensibles (IEC-
192, IEC-199, IEC-206 e IEC-207) (*p<0.05, **p<0.001); interesantemente, en 3
de los aislamientos sensibles a claritromicina (IEC-179, IEC-198 e IEC-212) se
observé un mayor nivel de expresion del gen HP0605 en comparacién con la
cepa UEGE-902 (Figura 2A). El nivel de expresion del gen HP0971 fue mayor en
la cepa UEGE-902 que en 4 de los aislamientos sensibles a claritromicina (IEC-
172, IEC-192, IEC-198, IEC-199), mientras que en las cepas sensibles IEC-174,
IEC-175, IEC-179 e IEC-195 el nivel de expresién fue mayor que en la cepa
UEGE-902 (Figura 2C).

Al comparar la expresion del gen HP0605 en veces de cambio en los aislamientos
en comparacion con la cepa control ATCC 26695 (CIrS) (Figura 2B), se observo
que en la cepa IEC-177 (CIrR) se expres6 mas de 80 veces que en la cepa control,
sin embargo, en dos aislamientos sensibles (IEC-179 e IEC-198) tuvo un nivel de
expresion similar a ésta. En la cepa UEGE-902 (CIrR) el gen HP0605 se expreso 4
veces mas que en la cepa control, similar a lo observado en 3 de los aislamientos
sensibles a claritromicina (IEC-172, IEC-174 e IEC-212). En 5 de los aislamientos
sensibles a claritromicina, la expresion del gen HP0605 fue menor en comparacion
con la cepa resistente UEGE-902. Interesantemente, en dos de los aislamientos
sensibles a claritromicina (IEC-179 e IEC-198) el gen HP0506 se expreso entre 60
a 80 veces mas que en la cepa resistente UEGE-902.

Con respecto al gen HP0971, se observo que en la cepa IEC-177 la expresion de
este gen fue de 5000 veces mas en comparacion con la cepa control (Figura 2D).
En las cepas sensibles a claritromicina el gen HP0971 se expreso entre 2 y 2000
veces mas que en la cepa control (Figura 2D). La cepa UEGE-902 (CIrR) expresé
el gen HP0971 35 veces mas que la cepa control, similar a lo observado en la
cepa IEC-207 (CIrS). Por otro lado, en cuatro de los aislamientos sensibles a
claritromicina (IEC-174, IEC-175, IEC-179 e IEC-195) la expresion del gen

HP0971 fue mayor que en la cepa resistente (Figura 2D).

Posteriormente se procedid6 a evaluar el nivel de expresion entre ambos

aislamientos resistentes, debido a que la cepa UEGE-902 presenta la mutacion
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A2142G, asociada con la resistencia a claritromicina, mientras que la cepa IEC-
177 no presenta ninguna de las mutaciones asociadas con la resistencia al
farmaco. Los resultados mostraron que en la cepa IEC-177 el nivel de expresion
de los genes HP0605 y HP0971 fue significativamente mayor que en la cepa
UEGE-902 (**P< 0.01, ***P< 0.001) (Figura 3).
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Finalmente se comparé el nivel de expresion respecto a los genotipos cagA y vacA
de los aislamientos. Los resultados obtenidos muestran que el genotipo cagA
positivo tienen un mayor nivel de expresion de ambos genes, sin embargo, estas
diferencias no son estadisticamente significativas (Figura 4A y B). Resultados
similares fueron obtenidos para el genotipo vacA, donde el genotipo slml
presentd un nivel de expresibn mayor que el genotipo s2m2, pero tampoco

presento significancia estadistica (Figura 4C y D).
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Figura 4. Expresion relativa de los genes HP0605 y HP0971 en aislados de H.
pylori por genotipo. Expresién relativa del gen HP0605 en los aislamientos de H.
pylori de acuerdo con los genotipos de cagA (A) y vacA (C). Expresion relativa del gen
HP0971 en los aislamientos de H. pylori de acuerdo con los genotipos de cagA (B) y
vacA (D). Los datos mostrados representan la media + DS de tres experimentos
independientes, **P< 0.01, **P< 0.001, segun la pruebat de Student.
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VI. Discusion

La infeccion por H. pylori representa un problema de salud publica a nivel mundial,
se estima que 4,400 millones de personas en todo el mundo son portadoras de la
bacteria. La prevalencia de la infecciobn por H. pylori varia segun la region
geografica, afectando principalmente a paises en desarrollo (Hooi et al., 2017;
Khoder et al., 2019). En México, una encuesta nacional de seroprevalencia
realizada en 1998 reportd que el 70% de la poblacion estaba infectada; en el 2009
Paniagua et al., reportaron una prevalencia de H. pylori del 60.1% en pacientes del
Estado de México. A diferencia de lo reportado por Bosques-Padilla et al., en el
2003 donde la prevalencia encontrada fue de 67.8%, en el presente estudio la
prevalencia obtenida mediante cultivo fue del 28.57% (14/49) y de 38.78% (19/49)
por diagnéstico mediante PCR punto final del gen 16S rRNA similar a los
resultados reportados por Alarcén-Millan et al., en el estado de Guerrero en 2016.
Las diferencias observadas entre ambos métodos se pueden explicar por la
diferencia en la sensibilidad y especificidad de cada método (sensibilidad: 80-98%
y especificidad: 100% para el cultivo; sensibilidad: 75-100% y especificidad: 84-
100% para la PCR), el sitio de obtencion de la biopsia procesada por cada método
y la carga bacteriana presente en cada biopsia. Mientras que las diferencias en la
prevalencia se pueden deber a la desigual distribucion de las bacterias viables en
el area afectada, las diferencias en las condiciones de cultivo utilizadas en cada
estudio y la region geografica donde se realice el estudio (Abdo et al., 2007 , Patel
et al., 2014).

Se sabe que los genotipos vacA slmly cagA+ estan relacionados con el
desarrollo de patologias gastricas de mayor gravedad. En un estudio realizado por
Garza-Gonzalez et al., en 2004 en el noreste de México, el genotipo de vacA
slml fue mas frecuente en pacientes con Ulcera gastrica y en gastritis cronica fue
el genotipo s2m2. En el presente estudio, de los 14 aislamientos el genotipo vacA
slml fue el mas comun con una prevalencia de 78.57% (11/13), seguido del
genotipo s2m2 con 21.43% (3/14), similar a lo reportado por Alarcon-Millan et al.,
en 2016 y Roman-Roméan et al.,, en 2017, siendo vacA slml el genotipo mas

comun reportado en pacientes mexicanos del Estado de Guerrero con gastritis
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cronica. Con respecto al gen cagA, el 85.71% de los aislamientos (12/14) fueron
cagA+, similar a lo reportado por otros estudios realizados en nuestra region
(Martinez-Carrillo et al., 2010; Alarcon-Millan et al., 2016).

En la actualidad, la resistencia a diferentes agentes antimicrobianos se considera
la principal causa del aumento en la prevalencia de la infeccion por H. pylori a
nivel mundial (Quek et al., 2016; Thung et al., 2015). Las recomendaciones para el
tratamiento de la infeccion incluyen el uso de la terapia triple estandar, que incluye
el uso de amoxicilina o metronidazol, claritromicina y un inhibidor de bomba de
protones. Dentro de este tratamiento, la claritromicina se considera el antibiético
de mayor importancia. El aumento en la resistencia a claritromicina se considera la
causa principal de fallo en la terapia de erradicacién de la infeccion (Jemilohun y
Otegbayo, 2016; Burkitt et al.,, 2017; White et al., 2015). En México, en una
revision sistematica realizada por Camargo et al.,, en 2014, se reportd una
resistencia a claritromicina del 13%. En el presente estudio, de los 14 aislamientos
obtenidos de pacientes con patologia gastrica, el 16.7% (2/12) fueron resistentes a
claritromicina, similar a lo reportado por Alarcon-Millan et al., en 2016. De acuerdo
con el consenso de Maastricht V/Florence, se recomienda buscar una terapia
alternativa cuando la tasa de resistencia a claritromicina local supera el 15%.
Debido a que la tasa de resistencia a claritromicina obtenida en el presente
estudio esta por encima del limite antes mencionado, es necesaria la busqueda de
una terapia alternativa para la erradicacion de H. pylori en la poblacién

guerrerense.

La resistencia a claritromicina esta asociada con la presencia de mutaciones
puntuales en el gen 23S rRNA, tres de las mutaciones mas frecuentes son:
A2143G, A2142G y A2142C (Flores-Trevifio et al., 2018; Park et al., 2016; Rizwan
et al., 2014). En el presente estudio se secuencio un fragmento el gen 23S rRNA
en los dos aislamientos resistentes a claritromicina y se hizo un alineamiento con
la cepa de referencia ATCC 26695 de H. pylori. Sélo la cepa UEGE-902 presentd
la mutacion A2142G asociada con la resistencia a claritromicina, ademas de otras

no reportadas.
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Las bombas de eflujo tienen la capacidad de extruir compuestos nocivos para las
bacterias antes de que alcancen su sitio blanco. Recientemente, se ha
demostrado que las bombas RND desempefian un papel importante en la
resistencia a farmacos en bacterias Gramnegativas, como: Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, E. coli y Pseudomonas aeruginosa (Puzari y Chetia,
2017; Blair y Pidock, 2016).

En H. pylori se han identificado cuatro bombas de eflujo RND, dos de los sistemas
de eflujo mas estudiados son los homdélogos de tolC, HP0605 y HP0971, que
codifican para proteinas de membrana externa. Con la finalidad de evaluar la
posible participacion de los genes de bombas de eflujo HP0605 y HP0971 en la
resistencia a claritromicina, se evalué el nivel de expresion de estos genes
mediante ensayos de qRT-PCR en cepas de H. pylori aisladas de pacientes con

patologia gastrica.

En el presente estudio, al comparar el nivel de expresion de los genes HP0605 y
HP0971 en los aislamientos sensibles con la expresiéon en los aislamientos
resistentes, encontramos que sélo la cepa IEC-177 (CIr?) presenté un nivel de
expresion de ambos genes mayor en comparacion con los aislamientos sensibles,
con diferencias estadisticamente significativas (Figura 3). Esto podria deberse a
que la cepa IEC-177 carece de las mutaciones en el gen 23S rRNA que le
confieren resistencia a claritromicina, por lo que requiere una mayor expresion de
las bombas de eflujo para expulsar el farmaco y evitar su efecto bactericida. Por
su parte, la cepa UEGE-902 si presenta la mutacion puntual A2142G que le
confiere resistencia, por lo que la expresién de las bombas de eflujo seria un
mecanismo parcial o complementario de resistencia. Sin embargo, se necesita

realizar mas estudios para poder confirmar esta hipétesis.

Un estudio realizado por Hashemi et al., en 2019, en el que evaluaron la expresiéon
relativa de hefA (HP0605) en 15 cepas resistentes a multiples farmacos y 7
aislamientos de H. pylori sensibles a metronidazol. Observaron que la expresion
relativa de hefA en el 80% (12/15) de las cepas resistentes fue significativamente

mayor (P<0.05) en comparacién con cinco de las cepas susceptibles, a diferencia
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de lo reportado en el presente estudio, donde sélo uno de los dos aislamientos
resistentes a claritromicina (IEC-177) tuvo un nivel de expresion mayor de los
genes HP0605 y HP0971 en comparacién con los aislamientos sensibles con
diferencias estadisticamente significativas (Figura 2A, C). Por su parte, el
aislamiento UEGE-902 (CIrR) presentd un nivel de expresion variado en
comparacion con los aislamientos sensibles, de los cuales, interesantemente, tres
(IEC-179, IEC-198 e IEC-212) tuvieron un mayor nivel de expresion del gen
HPO605 . Por otro lado, el gen HP0971 presentd el mismo nivel de expresion en
cuatro aislamientos CIrS (IEC-174, IEC-175, IEC-179 e IEC-195), demostrando
gue no todos los aislamientos resistentes presentan un nivel de expresion de los
genes de bombas de eflujo superior a las cepas sensibles. El no haber encontrado
las diferencias esperadas en la expresion de los genes HP0605 y HP0971 entre
los aislamientos CIrR y CIrS podrian deberse a que se ha demostrado que la
expresion de las bombas de eflujo esta estrechamente regulada por la presencia
del sustrato y, al cultivar las cepas CIrR en ausencia del farmaco no observamos el
nivel de expresion esperado de los genes de bombas de eflujo (Housseini et al.,
2019; Sun et al., 2014)

En un estudio realizado por Mehrabadi et al., en 2011 observaron que al cultivar
cepas de H. pylori en concentraciones crecientes de metronidazol aumentaba
también el nivel de expresion de HPO0605 y HP0971. Resultados similares
encontraron Tsugawa et al., en 2010 en cepas de H. pylori a las cuales se le
indujo resistencia al metronidazol al realizar 10 pases cultivandolas en placas de
agar que contenian la mitad, una o dos veces la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de metronidazol, donde la expresion de HP0605 incrementé de manera
significativa bajo la exposicién del farmaco. Confirmando que, al exponer a las
cepas CIrR al antibiético, la expresion de las bombas de eflujo aumenta. Ademas,
se sabe que los mecanismos subyacentes a la sobreexpresion de hefA en otras
bacterias Gramnegativas se dividen en cuatro grupos; (i) mutaciones en el gen
represor local, (i) mutaciones en un gen regulador global, (iii) mutaciones en la
region promotora, (iv) elementos de insercién rio arriba del gen que codifica para

la bomba de eflujo. Sin embargo, en H. pylori no se han estudiado ninguno de los
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elementos antes mencionados, por lo cual se necesitaria identificarlos en H. pylori

y evaluar su comportamiento en aislamientos sensibles y resistentes.

Un estudio realizado en Irlanda en 2009 sugiere que el genotipo de las cepas
puede afectar el éxito de la terapia de erradicacion de H. pylori (Taneike et al.,
2009). Por tal motivo, los factores de virulencia que son utiles en la colonizaciéon
bacteriana, induccion de la inflamacion y evasion de la respuesta inmune, pueden
ser factores de prediccion en la terapia de erradicacion de H. pylori. Diversos
estudios se han realizado y los resultados han sido controvertidos (Brennan et al.,
2018; Wang et al., 2017). Van Doorn et al., sefialaron que las cepas de H. pylori
vacA sl tuvieron una mayor tasa de erradicacibn en comparacion con
las cepas vacA s2. Niu et al., reportaron que las tasas de erradicacion fueron
mayores con las cepas vacA ml, mientras que Chaudhuri et al., llegaron a la
conclusién opuesta. Resultados similares se han observado para el gen cagA. Por
esta razon, evaluamos el nivel de expresion de acuerdo con los genotipos
aislados, sin embargo, no encontramos diferencias significativas entre los

genotipos vacA s1ml, vacA s2m2, cagA+ y cagA- (Figura 4).

Los resultados obtenidos confirman que los genes de bombas de eflujo RND
HP0605 y HP0971 se expresan en todos los aislamientos, tanto sensibles como
resistentes a claritromicina. S6lo en un aislamiento resistente (IEC-177) que no
presenta ninguna de las mutaciones asociadas con la resistencia a claritromicina
se observO un mayor nivel de expresion en comparacion con todos los
aislamientos sensibles, lo cual podria sugerir que la sobreexpresion de HP0605 se
relaciona con la presencia de las mutaciones asociadas con resistencia a
claritromicina, sin embargo, se necesita un mayor nimero de cepas resistentes
con y sin mutaciones para confirmarlo. Es necesario realizar mas estudios para
determinar la participacion y regulacion de las bombas de eflujo en la reduccién de
la susceptibilidad de H. pylori a claritromicina.
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VIl.  Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS
Laboratorio de Investigacion Clinica
Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia
Av Lazaro Cardenas S/N, Ciudad Universitaria. Chilpancingo, Gro. Tel/Fax 01747 4

725503

I

Diagndstico molecular de infeccion por Helicobacter pylori

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Al firmar este documento, doy mi consentimiento para que me entreviste un miembro del personal del Laboratorio de
Investigacion Clinica de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad Autbnoma de Guerrero,
ubicada en Av. Lazaro Cardenas S/N, Chilpancingo, Gro. Entiendo que la entrevista aportard informaciéon atil para
interpretar los resultados que se obtengan en los examenes de laboratorio que se me practicaran y también formara parte
de los resultados de un proyecto de Investigacion. Este estudio proporcionara datos que ayudaran a que se me indique el
tratamiento adecuado.

Entiendo que seré entrevistado(a), en los horarios que se me indiquen o que asi convengan, se me haran unas preguntas
familiares, personales y de salud. Entendiendo que se me tomard una muestra de sangre y biopsias gastricas
suficientes para los estudios de laboratorio. La entrevista durara entre 10 y 20 minutos, también estoy enterado (a) que el

entrevistador (a) puede ponerse en contacto conmigo en el futuro, a fin de obtener mas informacién.

Entendiendo que fui elegido (a) para participar en este proyecto debido a que cubria todas las caracteristicas evaluadas. Se
me ha dicho que las respuestas a mis preguntas y demas informacion obtenida no seran reveladas a nadie y que en ningin

informe de este estudio se me identificard jamas en forma alguna.

Como compensacion por cualquier esfuerzo o molestia relacionados con mi participacion en este estudio me seran

proporcionados los resultados de los analisis practicados, sin costo alguno.

Entiendo que en caso de que tenga alguna pregunta acerca del estudio o sobre mis derechos como participante, debo
buscar a la Dra. Gloria Fernandez Tilapa, al Dr. Adolfo Roman Roméan y a la M en C. Dinorah Nashely Martinez Carrillo, en
el Laboratorio de Investigacion Clinica de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la UAG, a los teléfonos
4725503, 4726977, 7476885152 0 7471184339.

Nombre y firma de participante Nombre y firma del entrevistador (a)

Institucion: Hosp. Gral. RAASSA () UEGE ( ) Otro
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Anexo 2. Encuesta
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
Laboratorio de Investigacién Clinica
Laboratorio de Investigacién en Bacteriologia
Av. Lazaro Cardenas S/N, Ciudad Universitaria. Chilpancingo, Gro.
Tel/Fax 01747 4 725503

No.
Folio

ENCUESTA

Diagndéstico molecular de infeccion por Helicobacter pylori
DATOS GENERALES

Nombre del paciente Edad
Direccion:
Calle y niumero Colonia

Teléfono: Localidad:
Afos de residencia:
Lugar de
origen:
Estado civil: () Soltero ( ) Casado ( ) Divorciado ( ) Unién Libre (
Viudo
Ocupacion:

1. ¢Cuantos cuartos tiene su casa?

. ~ . cuartos

(sin contar el bafio y la cocina)

2. ¢Cuantas personas viven en su casa? personas

3. ¢Actualmente esta tomando algun 1S 2 No

medicamento?

4. ¢Cual?

5. ¢Cuanto tiempo ha estado en
tratamiento?

1. Solamente leer 2. Leery
escribir 3. No

6. Sabe leer y escribir
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0. Sin estudios
1. Primaria
7. ¢Qué grado de escolaridad tiene? 2. Secundaria_l
' ' 3. Preparatoria
4.Profesional,
especifiqgue
8. Ha fumado alguna vez en su vida 1. Si 2. No
9. Fuma actualmente 1. Si 2. No
10. ¢ A qué edad empez6 a fumar? afos
11.¢ Cuantos cigarros fuma al dia? cigarros
12.Ha ingerido bebidas alcohdlicas 1. Si 2. No
13.Ingiere bebidas alcohdlicas actualmente | 1. Si 2. No
14.Con que frecuencia lo hace dias
15.Ingiere refrescos con gas 1. Si 2. No
16. ¢ Cuantas veces al dia? veces
17.Toma café L. Si 2. No 3.
Tomaba
18. ¢ Cuantas veces al dia? veces
19.Consume comidas picantes 1. Si 2. No
20. ¢ Consume comidas grasosas? 1. Si 2. No
21.¢Qué usa para freir sus alimentos? L. Manteca 2. Aceite
¢ ' 3. No sabe
22.Come alimentos preparados en la calle |1. Si 2. No
23.¢ Cuantas veces a la semana?
veces
24.Come fruta que preparan en la calle 1. Si 2. No
25. ¢ Cuantas veces a la semana? veces
26.Desinfecta las frutas y verduras que 1S 2 No
consume en su casa
27.¢Qué usa para desinfectarlas?
1. Garrafon
2. De lallave
3. Hervida
; 2
28. ¢ El agua que bebe es de~ 4. Clorada
5. Otra

28



29.Le han diagnosticado gastritis o Ulcera
gastrica

1. Gastritis 2. Ulcera 3. Otro,
especifiqgue 4. NO

30.¢,Cuando?

31.Le recetaron algiin medicamento

1.Si 2. No

32.¢,Cudl o cudles fueron?

33.Tiene algun familiar que padezca
gastritis o Ulcera gastrica

1. Si 2. No 3. NS

34.¢Qué pariente?

35. ¢ Padece usted alguna otra
enfermedad?

1.Si 2. No

36.¢ Cual?

37.¢Hace cuanto tiempo que la padece?

38. ¢ Ha oido hablar de Helicobacter pylori?

1.Si 2. No

39.¢Sabe qué es y qué enfermedad
causa?

40. ¢ Sabe como se transmite Helicobacter
pylori?

1.Si 2. No

41.¢Le han diagnosticado infeccion por
Helicobacter pylori?

1. Si 2. No
(Termina la entrevista)

42.Si es afirmativo, ¢Hace cuanto?

43.SI| es afirmativo. ¢,Le recetaron
tratamiento contra la bacteria?, ¢ Qué
antibiéticos?

Dosis y periodicidad:

Dx endoscopico:

Biopsia tomada por:
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Zona de muestreo:

Nombre y firma del entrevistado

Institucion: Hosp. Gral. RAA SSA (

)

Nombre y firma del entrevistador

IECAN-ABO (

) Otro (

)
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Anexo 3. Protocolo de extraccion de DNA

1. Colectar un conjunto de colonias en 750 ul de solucién de extraccion (Tris
10 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, SDS 0.5%).

2. Agregar 8 ul de proteinasa K (20 mg/ml). Mezclar vigorosamente en vortex
por 20 segundos.

3. Incubar a 65°C durante 12 horas o mas.

4. Anadir 250 pl de fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico, mezclar con voértex
aproximadamente 40 segundos.

5. Centrifugar por 5 minutos a 13,000 rpm a 4°C, recuperar la fase acuosa y
pasarla a un tubo limpio.

6. Repetir los pasos 4 y 5 dos veces mas.

7. Afadir 250 ul de cloroformo alcohol isoamilico, mezclar con vortex por 45
segundos.

8. Centrifugar durante 5 minutos a 13,000 rpm a 4°C, recuperar la fase acuosa
y ponerla en un tubo limpio.

9. Agregar 75 pul de LiCl 8 M (concentracion final 0.2 M) mezclar con vortex por
15 segundos.

10.Centrifugar durante 5 minutos a 14,000 rpm a 4°C, recuperar casi todo el
sobrenadante y pasarlo a un tubo limpio.

11.Agregar 40 ul de NaCl 5 M, agitar por unos segundos y en seguida agregar
750 pl de isopropanol y agitar por inversion hasta que se forme la hebra de
DNA.

12.Incubar por 12 horas o més a -20°C.

13.Centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos, desechar el sobrenadante y
recuperar el pellet.

14.Lavar con 1 ml de etanol al 75% en frio y mezclar suavemente por
inversion.

15.Centrifugar por 1 minuto a 14,000 rpm.

16.Repetir los pasos 14 y 15 dos veces mas.

17.Escurrir el exceso de etanol en papel secante y secar el pellet.

18.Resuspender el pellet en 30 pl de agua desionizada estéril. Almacenar el
DNA a -20°C hasta su uso.
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