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ARTICULO ORIGINAL

Determinacion de mutaciones de un solo nucleétido en
el gen 23S rRNA de Helicobacter pylori relacionadas con
resistencia a claritromicina en una poblacion del
departamento del Cauca, Colombia
Claudia Patricia Acosta'?, Fabian Andrés Hurtado'?, Alba Alicia Trespalacios®
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Universidad Javeriana, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. La terapia antibiética combinada para la erradicacion de Helicobacter pylori deberia
basarse en los patrones locales de resistencia.

Objetivo. Determinar la resistencia de H. pylori a claritromicina en una poblacién del departamento
del Cauca mediante la identificacién de mutaciones en el gen 23S rRNA en ADN obtenido de
biopsias gastricas.

Materiales y métodos. Se incluyeron en el estudio 162 pacientes con dispepsia funcional. El gen 23S
rRNA se amplificé por PCR y el patron de mutaciones se identificé por secuenciacion directa.
Resultados. La frecuencia de resistencia a claritromicina fue de 4 %. La mutacion A2143G del gen se
encontr6 en cuatro pacientes (2,46 %) y la mutacion A2142G, en tres pacientes (1,85 %).
Conclusiones. El estudio encontrd que el genotipo mas frecuente en los especimenes positivos para
H. pylori fue 2143G, seguido por A2142G. La prevalencia observada de resistencia de H. pylori fue
baja; por lo tanto, se considera que el tratamiento con claritromicina es una opcién valida para la
erradicacion de H. pylori en la poblacién objeto de estudio.

Palabras clave: Helicobacter pylori, claritromicina, mutacién, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1649

Determination of single nucleotide mutations in the 23S rRNA gene of Helicobacter pylorirelated
to clarithromycin resistance in a population from Cauca, Colombia

Introduction: Antibiotic combination therapy for the eradication of Helicobacter pylori should be based
on local resistance patterns.

Objective: To determine the resistance of H. pylori to clarithromycin in a population from Cauca
province, through the identification of mutations in the 23S rRNA gene in DNA from gastric biopsies.
Materials and methods: A total of 162 patients with functional dyspepsia were included in the study.
The 23S rRNA gene and the DNA from 162 gastric specimens were amplified by PCR, and the mutation
pattern was identified by direct sequencing.

Results: The frequency of clarithromycin resistance was 4%. A2143G mutation was found in four
patients (2.46%) and A2142G mutation was found in three patients (1.85%).

Conclusions: Our study shows that the most frequent genotype in H. pylori-positive specimens was
A2143G, followed by A2142G. The observed resistance prevalence of H. pylori was low; thus, we
consider that clarithromycin treatment is a valid option for H. pylori eradication in the study population.

Key words: Clarithromycin, sequencing, 23S rBNA gene, mutation, Helicobacter pylori, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1649
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Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa
que coloniza la mucosa géastrica de los seres
humanos e infecta a mas de la mitad de la
poblacién mundial. Es la principal causa de gastritis
crénica, Ulceras pépticas gastroduodenales vy
adenocarcinoma gastrico (1). Asimismo, produce
linfomas gastricos de tipo MALT (Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue) (2,3), anemia ferropénica (4), y
se relaciona, por lo menos, con 50 % de los casos
de purpura trombocitopénica inmune (5).

La erradicacién de la infeccién con tratamiento
antibiético es lo recomendado para los pacientes
con Ulceras gastricas, gastritis atrofica, linfomas de
tipo MALT de bajo grado, anemias inexplicadas por
deficiencia de hierro y purpura trombocitopénica
idiopatica (6). El tratamiento triple 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 (6).

Sin embargo, la resistencia bacteriana representa
hoy un verdadero reto en la practica clinica debido
a la reduccion de la eficacia de dicha terapia en
los Ultimos afnos, en especial por el incremento
de la resistencia de H. pylori a la claritromicina
(7). La frecuencia de esta resistencia varia de un
pais a otro y esta relacionada con el uso previo
del antibiético en infecciones respiratorias. La
prevalencia promedio de la resistencia en Europa
es de 11,1 %, con diferencias entre los paises,
pues es alta en Espafa (49,2 %) y baja en Suecia
(1,5 %) y Holanda (0,8 %); en Asia, la prevalencia
promedio alcanza 18,9 %, siendo muy alta en Japdn
(40,7 %) y baja en Malasia (2,1 %); en América, el
valor promedio de la prevalencia es de 29,3 %,
con prevalencias altas en paises suramericanos
y una prevalencia menor en Norteamérica (8). En
Colombia, dos estudios realizados por Alvarez, et
al., reportan una resistencia a claritromicina de 2,2y
3,8 % en la region del eje cafetero (9,10), mientras
que en Bogota oscila entre 15y 17,7 % (11,12).

La resistencia a claritromicina ocurre por muta-
ciones en el dominio V de la peptidiltransferasa
en la molécula 23S rRNA, el cual se ubica entre
la subunidad ribosémica 50S y la 70S (13,14).
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Helicobacter pylori resistente a claritromicina

La unidn de la claritromicina en el dominio V en
cepas sensibles interfiere con la elongacion de
proteinas, bloqueando efectivamente su sintesis.
El mecanismo de resistencia fue descubierto
por primera vez por Versalovic, et al., quienes
demostraron que ciertas mutaciones puntuales
(adenina — guanina, adenina — citocina) en las
posiciones 2142 (A2142G, A2142C) y 2143
(A2143G@G) (15,16) estan asociadas con la pérdida
de union de la claritromicina a los ribosomas.

Helicobacter pylori contiene dos genes 23S rRNA,
que en la mayoria de las cepas resistentes estan
mutados; el fenotipo bacteriano con un gen mutado
y el otro silvestre no es muy frecuente, aunque
también se ha reportado (7). Las mutaciones en las
posiciones 2142 y 2143 se correlacionan muy bien
con la resistencia fenotipica, lo cual es una ventaja,
ya que las pruebas fenotipicas de sensibilidad que
usualmente se determinan por cultivo requieren
entre 10 y 14 dias, razoén por la cual esta prueba
no se realiza de manera rutinaria a nivel clinico.

Debido a la buena correlacion entre la presencia
de mutaciones en el gen 23S rBNA y la resistencia
fenotipica de H. pylori, cada dia cobran mas
importancia las pruebas genotipicas para la
determinacion de la resistencia a la claritromicina
dado el bajo numero de mutaciones involucradas.
La prueba de referencia de las pruebas de biologia
molecular para la deteccion de mutaciones es la
secuenciacion, una técnica sencilla en la que se
amplifica por PCR convencional el gen de interés
para después determinar la presencia de mutaciones
por secuenciacién directa y analisis bioinformatico
(1,7). Esta es una estrategia que se ha utilizado
con éxito en la determinacion de mutaciones
relacionadas con resistencia a la claritromicina, en
especial en areas geogréficas en donde los cultivos
de la bacteria no estan disponibles.

Segln las recomendaciones del Consenso de
Maastricht IV (6), el uso de las terapias de erradi-
cacion de la infeccion debe estar respaldado por
estudios de prevalencia de la resistencia a los
antimicrobianos en cada regién, y se recomienda
el uso empirico de las terapias en areas en donde
la prevalencia de la resistencia al antimicrobiano
sea baja (6).

En Colombia, el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos para H. pylori no se hace rutinaria-
mente y los pocos trabajos realizados muestran
niveles diferentes de prevalencia de la resistencia.
Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo
fue determinar la resistencia de H. pylori a la
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claritromicina en una poblacién del departamento
del Cauca por medio de la identificacion de las
mutaciones en el gen 23S rRNA del ADN obtenido
de biopsias géstricas.

Materiales y métodos
Poblacion de estudio

Se incluyeron de manera prospectiva, entre marzo
de 2011 y diciembre de 2012, 162 pacientes con
dispepsia funcional remitidos para practicarles
endoscopia digestiva alta a las unidades de
gastroenterologia de los hospitales Universitario
San José y Susana Lopez de Valencia, y a la Unidad
de Endoscopia ENDOVIDEO 2000 de Popayan.

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afos
nacidos en el departamento del Cauca que
hubieran presentado sintomas de dispepsia y no
hubieran recibido tratamiento de erradicacién de
H. pylorini antibiéticos o sales de bismuto durante
el dltimo afo. Los pacientes que aceptaron
participar en el estudio firmaron el consentimiento
informado después de una explicacion clara del
estudio segln lo dispuesto en la Resolucién
No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud. La
investigacién fue aprobada por los comités de
ética de la Universidad del Cauca y la Pontificia
Universidad Javeriana. Ademas, los participantes
respondieron un cuestionario estandarizado sobre
las variables sociodemograficas y clinicas incluidas
en el estudio.

De cada paciente se tomaron dos biopsias del
antro (una de la curva mayor y otra de la curva
menor), dos del cuerpo (una de la curva mayor y
otra de la curva menor) y una de la incisura angular
segun las guias internacionales para el estudio del
cancer gastrico (17). El andlisis histopatologico
se hizo de acuerdo con los sistemas de
clasificacion validados internacionalmente (18).
Posteriormente, se tomé una muestra del antro,
una de incisura angular y una del cuerpo para la
extraccion del ADN de H. pylori.

Extraccion de ADN y amplificacion por PCR

Las muestras de biopsias géstricas se colocaron
y transportaron en medio de cultivo de caldo
Brucella con 20 % de glicerol. EI ADN gendmico
bacteriano se extrajo con el Wizard Genomic DNA
Purification Kit® (Promega, Madison, WI, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
El ADN fue reconstituido en 100 pl de solucién
de rehidratacién y almacenado a -30 °C hasta
su uso. La calidad del ADN se determin6 por
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medio de la relacion de absorbancia A260/A280,
usando un espectrofotometro Thermo Scientific
NanoDrop 2000™.

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 — 3 R &5 -
CTGCTTGAATGCGCCAAAC — 3; vacA m F &
- CAATCT GTC CAATCAAGC GAG—-3;R 5’ -
GCGTCTAAATAATTC CAAGG—3'. Lareaccion
incluy6 una mezcla de 2 pl 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 reaccién. Los productos
de amplificacién 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.

Un par de iniciadores se utilizaron para amplificar
un fragmento de la peptidiltransferasa de la
subunidad 23S rRNA en las muestras positivas
para H. pylori. La secuencia de los iniciadores se
baso en la secuencia publicada del gen 23S rRNA
de H. pylori (niumero de acceso en GenBank,
U27270). El juego de iniciadores amplifica un
fragmento de 425 pb en donde se ubican las
mutaciones de las posiciones 2142, 2143, 2144.
Se usaron los iniciadores previamente reportados
por Occhialini, et al., para la amplificacién de esta
region: K1 (5-CCA CAG CGA TGT GGT CTC
AG-3’, complementaria a la posicion 2191 a 2210)
y K2 (5°CTC CAT AAG AGC CAA AGC CC-3,
complementaria a la posicién 2596 a 2615) (19).

La amplificacion del ADN por PCR se realizé
utilizando una mezcla de 24 unidades de ADN
polimerasa Taq recombinante (Invitrogen™ Brasil), 6
pl de ADN gendmico bacteriano, 0,8 pmol/pl de cada
cebador (K1 y K2), 1,2X de tampén de reaccion
proporcionado por el fabricante (Invitrogen™
Brasil), 5 mmol/I de MgCl,, 0,8 mmol/l de cada
deoxinucleétido trifosfato (dNTP) (Amersham
Pharmacia Biotech, Inc.) en un volumen final de 60
pl de reaccion.

A continuacion las muestras fueron llevadas a un
termociclador (MyCycler Termal Cycler™, BIORAD)
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién
inicial durante 5 minutos a 95 °C, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos,
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hibridacién a 54 °C por 30 segundos y extension a
72 °C por 30 segundos, y extension final a 72 °C
durante 10 minutos.

Los productos de amplificacion de 425 pb se
evidenciaron en geles de agarosa al 2 % por tincion
con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta y por
comparacion con la banda de amplificacion de la
cepa NCTC 11637 de H. pylori. Como control de
calidad, los productos de PCR (425 pb) se purificaron
para eliminar restos de cebadores, de dNTP y de
enzimas que pudiesen causar ruido de fondo en
las secuencias. Este procedimiento y la reaccion
de secuenciacion se realizaron en Macrogen,
Corea. Las secuencias se analizaron usando la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para comparar
las secuencias de nucleotidos de los productos
de PCR de la region amplificada con la secuencia
reportada en el GenBank HPU27270, la cual es
la secuencia publicada del gen 23S rRNA (20). La
numeracion de la posicién de los nucleotidos siguid
el sistema propuesto por Taylor, et al. (20).

Resultados

Caracteristicas sociodemograficas de la
poblacién

A los 162 pacientes incluidos en el estudio se les
diagnosticé la infeccion por H. pylori mediante estudio
histopatoldgico. La edad media de los pacientes fue
de 53 anos (£13,5); 54 % (88/162) correspondia a
mujeres y 46 %(74/162), a hombres; 56 % (91/162)
provenia del area rural; 68 % (109/162) tenia un nivel
educativo menor o igual a primaria, 22 % (36/162),
un nivel educativo de secundaria, 3 % (5/162), nivel
técnico de educacion 'y 7 % (12/162) tenia nivel de
formacién universitario.

Las mujeres presentaron 57 % de las cepas con
mutaciones en el gen 23S rRNA de H. pylori.
Se presenté un mayor numero de cepas con
mutaciones a partir de los 51 afios. La mayoria
de las cepas con mutaciones se presentaron en
pacientes del area rural. Dado el nimero de los
pacientes que presentaban mutacion, no se realizé
un analisis estadistico comparativo entre los grupos
(cuadro 1).

Frecuencia de mutaciones relacionadas
con resistencia de Helicobacter pylori a la
claritromicina

El andlisis de la secuencia del fragmento de 425
pb del gen 23S rRNA obtenido de las muestras
gastricas mostr6 que 4,3 % (7/162) de estas

Helicobacter pylori resistente a claritromicina

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacién y
presencia de mutaciones en el gen 23S rRNA de Helicobacter

pylori

Caracteristicas Sin mutacion Con mutacion

n (%) n (%)

Total 155 7
Sexo

Masculino 71 (46) 3 (43)

Femenino 84 (54) 4 (57)
Edad (afios)

18 a 30 9 (6) 1 (14)

31a40 17 (11) 2 (29)

41 a50 37 (24) -

51 a60 49 (32) 1 (14)

61a70 27 (17) 2 (29)

>71 16 (10) 1 (14)
Procedencia

Urbana 64 (41) 3 (42)

Rural, cabecera 51 (33) 2 (29)

Rural, dispersa 40 (26) 2(29)
Educacion

Ninguna 18 (12) 1(13)

Primaria 88 (57) 2 (29)

Secundaria 34 (22) 2 (29)

Técnica 5 (3) -

Universitaria 10 (6) 2 (29)

poseian mutaciones relacionadas con resistencia
de H. pylori a la claritromicina, en tanto que 95,6 %
(155/162) de las muestras no presentd ninguna de
estas mutaciones relacionadas con la resistencia de
H. pylori a la claritromicina.

Entre las secuencias con mutacién, la més fre-
cuente fue la A2143G, identificada en cuatro de las
siete muestras, seguida de la A2142G, presente
en tres de las siete muestras. No se encontré
ninguna secuencia con mutacién en la posicion
2144. Debido a la presencia de dos copias del gen
23S rRNA en el genoma de H. pylori, se realizd
el andlisis de los cromatogramas de todas las
secuencias, encontrandose un patrén de cepas
con mutacién en los dos genes. En la figura 1 se
observan los diferentes patrones de secuencias
encontradas en el estudio.

Discusion

El tratamiento estandar de erradicacion de la infec-
cién por H. pylori usualmente utiliza la combinacion
de un inhibidor de la bomba de protones y dos
antibidticos, usualmente claritromicina y amoxicilina.
La resistencia de la bacteria a claritromicina es la

principal causa de falla terapéutica cuando se utiliza
este esquema de tratamiento.

El primer hallazgo importante de la presente
investigacion fue la baja resistencia genotipica
de H. pylori a la claritromicina en la poblacion
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A2143
A2142G A2143G
A2142
290 300 .. 290 l ..300 g0 l 300
GACGG AAAGACCCCG IACGGE AAGACCCCG G ACGG AG AG ACCCCG

VA AN VWA,

A

W W
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Figura 1. Resultados de la secuencia de los productos de PCR amplificados. Las secuencias mutadas presentan el cambio de
nucledtido en la posicién 2142 o 2143. No se observaron secuencias con doble mutacion. (A) Secuencia silvestre, sin mutaciones
en las posiciones 2142, 2143. (B) Secuencia con mutacion A2142G. (C) Secuencia con mutacion A2143G.

en estudio, con una frecuencia de 4,3 %. Segun
las recomendaciones de la Agencia Europea de
Medicamentos, cuando el rango de prevalencia
de la resistencia local a un antibi6ético oscila
entre 0 y 10 %, la region se considera de baja
prevalencia de resistencia al antibiético. Ademas,
de acuerdo con el consenso de Maastricht IV, en
regiones de baja prevalencia de resistencia a la
claritromicina, los esquemas de tratamiento que
contienen este antibidtico estdn recomendados
como tratamientos empiricos de primera linea por
estudios con un nivel de evidencia 1a y un grado
de recomendacion A. Por lo tanto, la prevalencia
de 4,3 % de resistencia a la claritromicina en la
poblacion de estudio indica que el tratamiento
triple estandar puede utilizarse de forma empirica
en la erradicacion de la infeccion.

Los resultados de este trabajo muestran que la
resistencia obtenida es similar a la reportada por
dos trabajos publicados por Alvarez, et al., en la
region del eje cafetero (Pereira y Armenia), en donde
la prevalencia de la resistencia a la claritromicina
fue de 2,2 y 3,8 %, respectivamente (9,10). Sin
embargo, difieren notablemente de los reportes
de resistencia encontrados en otras regiones de
Colombia como Bogot4, en donde la resistencia
a la claritromicina reportada por Henao, et al., fue
de 15 % y la obtenida por Trespalacios, et al., de
17,7 % (11,12); resultados similares encontraron
Figueroa, et al., en la poblaciéon de Tumaco, con una
prevalencia de 19,8 % (21). Estas diferencias entre
poblaciones de un mismo pais indican la importancia
de hacerle seguimiento localmente a la frecuencia
de la resistencia, ya que existen variaciones
geograficas en la prevalencia de la resistencia, lo
que significa que los resultados obtenidos en una
region no pueden extrapolarse a otras.
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La resistencia de H. pylori a la claritromicina
se explica en la gran mayoria de los casos por
mutaciones en las posiciones 2142 y 2143 del
dominio V de la peptidil-trasnferasa de la subunidad
23S rRNA (13,14); estas mutaciones se han
correlacionado muy bien con los estudios fenotipicos
de resistencia, en los cuales las concentraciones
inhibitorias minimas por dilucion en agar iguales o
superiores a 1 pg/ml han revelado la presencia de
dichas mutaciones.

Por esta razén, hoy en dia las pruebas genotipicas
pueden utilizarse de manera rutinaria para la
evaluacion de resistencia de H. pylori en ADN
obtenido directamente de biopsias gastricas y sus
resultados son comparables con las pruebas de
dilucién en agar y de epsilometria (E-test®) (13).
En este estudio, la mutacion A2143G fue la mas
frecuente en los aislamientos de H. pylori (4/7),
seguida de A2142G (3/7). La frecuencia de H. pylori
con mutaciones resistentes a la claritromicina varia
entre areas geograficas: en Estados Unidos, entre
48 y 53 % porta la mutacién A2142G; en Europa
se ha reportado entre 23 y 33 % para A2142G,
44 y 67 % para A2143G y para A2142C, de 2 a
10 %. Algunos estudios en Japdn demuestran que
mas de 90 % de las mutaciones tiene el genotipo
A2143G y en China indican que 100 % de ellas es
A2143G (19,22).

En el presente estudio se registrd6 un comporta-
miento similar al observado en Asia, con una alta
frecuencia de la mutacion A2143G, hallazgo que
también coincide con los trabajos realizados al sur
de Colombia, en donde la mutacion A2143G fue
la mas frecuente entre los aislamientos (10). La
caracterizacion de los mecanismos de resistencia
en cada pais puede facilitar el desarrollo de métodos
rapidos de deteccién de la resistencia que les
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permitan a los clinicos seleccionar el esquema de
tratamiento y controlar adecuadamente la infeccién.
El método de secuenciacion directa utilizado en
este estudio se considera el de referencia en las
pruebas para determinar mutaciones vy, por lo
tanto, puede utilizarse para seguir la situacion de
resistencia en una region, en especial cuando los
métodos fenotipicos no estan disponibles.

Segun el consenso de Maastricht 1V, si el cultivo y las
pruebas de sensibilidad, como la de epsilometria o
la dilucién en agar, no estan disponibles, las pruebas
moleculares pueden utilizarse para determinar la
resistencia de H. pylori en biopsias gastricas o
muestras de materia fecal. Estas pruebas han sido
desarrolladas recientemente y son tan sensibles
que pueden detectar organismos resistentes aun
cuando constituyan una muy pequefia proporcion
entre un grupo grande de bacterias sensibles
(6,23-25).

En conclusién, este es el primer estudio que
se realiza en el departamento del Cauca para
evaluar la resistencia de H. pylori a la claritro-
micina en pacientes con dispepsia funcional.
La baja frecuencia de mutaciones en el gen 23S
rRNA permite recomendar su uso de manera
empirica en las terapias de primera linea.
Ademas, es necesario realizar estudios clinicos
para evaluar el impacto de la resistencia en la
falla terapéutica en esta poblacion y adelantar
estudios de prevalencia de la resistencia a los
otros antimicrobianos utilizados en las terapias
de erradicacién de la infeccion.
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