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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la susceptibilidad antimicrobiana y detectar mutaciones puntuales en el gen ARNr 23S en
cepas de Helicobacter pylori se realizdé un estudio transversal que incluyé a 95 pacientes con dispepsia atendidos
en una clinica privada de Lima. Mediante endoscopia se colectaron biopsias de antro para el aislamiento de cepas
de Helicobacter pylori para la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana empleando la técnica de microdilucién
en caldo. La deteccién de mutaciones puntuales se desarroll6 mediante PCR-RFLP. El porcentaje de infeccién por
Helicobacter pylori fue de 46,3%, se observaron valores de resistencia de 52,3% a claritromicina, 29,6% a metronidazol,
45,5% a levofloxacino y 4,6% a amoxicilina. El porcentaje de mutaciones puntuales A2142G y A2143G asociados a
resistencia a claritromicina fue 43,5%. En conclusion, encontramos que las tasas de resistencia antimicrobiana y el
porcentaje de cepas de Helicobacter pylori circulantes en una clinica privada de Lima fueron elevadas.

Palabras clave: Infecciones por Helicobacter; Claritromicina; Pruebas de sensibilidad microbiana; Farmacorresistencia
microbiana; Pert (fuente: DeCS BIREME).

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY AND MUTATIONS IN THE 23S
RRNA GEN OF Helicobacter pylori IN DYSPEPTIC PATIENTS

ABSTRACT

In order to evaluate antimicrobial susceptibility and detect specific mutations in the 23S rRNA gene in Helicobacter pylori
strains, a cross-sectional study was performed on 95 patients with dyspepsia treated in a private clinic in Lima. Antrum
biopsies were collected by endoscopy for isolation and evaluation of antimicrobial susceptibility using the broth microdilution
method. The detection of specific mutations was developed by PCR-RFLP. The percentage of infection by Helicobacter
pylori was 46.3%. Resistance values of 52.3% to clarithromycin, 29.6% to metronidazole, 45.5% to levofloxacin, and 4.6%
to amoxicillin were observed. The percentage of specific A2142G and A2143G mutations associated with clarithromycin
resistance was 43.5%. In conclusion, we found that antimicrobial resistance rates and the percentage of Helicobacter pylori
strains circulating in a private clinic in Lima were high.

Keywords: Helicobacter infections; Clarithromycin,; Microbial sensitivity tests; Microbial drug resistance; Peru (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es la principal especie del
género Helicobacter, el cual es un patdégeno comun en
humanos y agente causal de gastritis cronica, Ulcera péptica,
linfoma tipo MALT y cancer gastrico. Se estima que la mitad
de la poblacion mundial esta infectada por H. pylori. Esta

prevalencia varia ampliamente entre paises y se considera
que en los paises en desarrollo es superior al 70% mientras
que en paises desarrollados oscila entre 20% y 50% .

Durante la infeccién crénica con H. pylori, la bacteria no
puede ser eliminada por el sistema inmune del hospedero,
por lo que para erradicarla se requiere del uso de agentes
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antimicrobianos. Esta terapia idealmente debe tener una
tasa de erradicacion superior al 90%, se utiliza una terapia
triple o cuadruple que incluye un preparado de bismuto,
un inhibidor de la bomba de protones y antimicrobianos,
principalmente claritromicina, metronidazol, levofloxacino
y/o amoxicilina. Sin embargo, la resistencia antimicrobiana
en la actualidad es un importante problema de salud global
que conlleva al fallo terapéutico @.

La eficacia de la erradicacion de H. pylori depende de la
seleccion de esquemas de tratamiento idéneos basados en
los patrones de resistencia locales. La claritromicina, que es
un componente importante en la terapia de erradicacion, es
también uno de los factores principales que conlleva a fallo
en el régimen terapéutico de la infeccion por H. pylori .

El gen de ARNr 23S en H. pylori juega un rol importante
en la resistencia a macrélidos. Desde el reporte de
Versalovic et al. diversos estudios muestran que el principal
mecanismo de resistencia son las mutaciones puntuales
en las posiciones A2142G, A2142C y A2143G del gen,
correspondiente a la region de la peptidil transferasa en
el dominio V del ARNr 23S, principal componente de la
subunidad 50S “9),

El objetivo del presente estudio es evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana en cepas de H. pylori aisladas de pacientes
peruanos con sintomas de dispepsia que se atendieron
en una clinica privada de Lima. Ademas de realizar la
deteccién de mutaciones puntuales en la regién del dominio
V del gen de ARNr 23S responsable de conferir resistencia
a claritromicina en cepas de H. pylori.

EL ESTUDIO

Se realizd un estudio transversal, que incluyo a 95 pacientes
con sintomas de dispepsia, sin diagndstico previo de H.
pylori o que no recibieron tratamiento de erradicacion de H.
pyloritres meses previos a su reclutamiento en el servicio de
gastroenterologia de la Clinica Médica Cayetano Heredia de
Lima, Peru, entre abril y noviembre del 2015. Los pacientes
firmaron de manera voluntaria el consentimiento informado.
El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica para Humanos de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, cada muestra y cepa aislada fue codificada a fin
de mantener la confidencialidad.

El aislamiento de cepas de H. pylori se inicid con la colecta de
biopsias de mucosa gastrica (antro) mediante procedimiento
endoscopico. Las biopsias fueron homogenizadas vy
cultivadas en Agar sangre (agar BHI (BD®) suplementado
con 10% de sangre desfibrinada de cordero, anfotericina B
(Sigma-Aldrich®) y suplemento selectivo Skirrow (Oxoid®))

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. En Pert, los porcentajes de
éxito en la erradicacion de Helicobacter pylori han disminuido. La
informacién sobre la resistencia antimicrobiana de los firmacos
empleados para su tratamiento aun es escasa, ademds, no se han
descrito las caracteristicas genotipicas de resistencia a claritromicina.

Principales hallazgos. Los porcentajes de infeccion por H. pylori
resultaron elevadas. La resistencia antimicrobiana se ha incrementado
respecto a anos anteriores, afectando el uso de los farmacos
claritromicina y levofloxacino.

Implicancias. Es necesario incrementar la vigilancia epidemioldgica
frente a la infeccion por H. pylori.

a 37 °C en una atmosfera de 5% de O, y 10% de CO,
durante tres a cinco dias. Las colonias de H. pylori fueron
identificadas en base a la apariencia de sus colonias, tincién
Gram vy las pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa y
ureasa ©. El andlisis histolégico se realizé mediante la tincion
de las biopsias con hematoxilina-eosina y observacion de
las bacterias de H. pylori a 1000X en un microscopio optico.
La estrategia de diagndstico por cultivo fue comparada
con el reporte de diagndstico de histologia y la tasa de
aislamiento fue calculada segun la concordancia observada
entre ambos diagnésticos.

En el ensayo de susceptibilidad, la concentracion minima
inhibitoria (CMI) fue determinada mediante el método
de microdilucion en caldo. El cultivo de bacterias fue
preparado a 2.0 McFarland (1x107 a 1x108 UFC/ml) en
caldo BHI (BD®) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Sigma-Aldrich®) y 1% de IsoVitalex®. Claritromicina,
levofloxacino, metronidazol y amoxicilina (Sigma-Aldrich®)
fueron agregadas al medio en diluciones seriadas a partir
de 2 ug/ml, 2 ug/ml, 16 ug/mly 0,24 pug/mi, respectivamente.
Posteriormente se incubd a 37 °C en una atmésfera de
5% de O, y 10% de CO,, durante 72 horas. La CMI se
defini6 como la menor concentracion de antimicrobiano
que muestra una completa inhibicion de crecimiento visible
en el cultivo. Las cepas fueron consideradas resistentes
en base a los puntos de corte recomendados por el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). Los ensayos fueron realizados por triplicado
y se empleé como control de calidad la cepa de H. pylori
ATCC 43504 ),

El ensayo de PCR-RFLP fue llevado a cabo a partir de
un cultivo fresco de H. pylori equivalente a 2.0 McFarland
en caldo BHI (BD®) y la extraccion de ADN gendmico fue
desarrollada con un kit de purificacion Thermo Scientific®,
segun protocolo del fabricante. Se desarrollé una PCR
convencional siguiendo protocolos estandarizados para
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temperatura, tiempo y ciclos, empleando los primers
Hp23-1 [5-CCACAGCGATGTGGTCTCAG-3] y Hp23-
2 [5-CTCCATAAGAGCCAAAGCCC-31 que permitio
la amplificacion de un fragmento de 425 pb del gen de
ARNr 23S @19, Los fragmentos de amplificacion fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 1%
mediante fotodocumentador (Bio-Rad®).

Posteriormente se desarrolld6 un RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) empleando las enzimas
de restriccion Bbsl y Bsal (Thermo Scientific®) para detectar
mutaciones puntuales en la posicion A2142G y A2143G,
respectivamente. EI ADN digerido se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2,5% (1%, La restriccion
fue validada mediante secuenciamiento de los amplicones
(Mclab, USA).

Los datos fueron incorporados en una tabla en Excel 2013 y
fueron analizados con el paquete estadistico Stata/SE 15.1.
Se realizé un analisis descriptivo para todas las variables,
la tasa de aislamiento fue calculada considerando como
referencia a la prueba histolégica y se determino mediante
el andlisis de concordancia entre ambas estrategias
diagnosticas empleando el indice Kappa. Los datos
de evaluacién de susceptibilidad antimicrobiana fueron
expresados en frecuencias y porcentajes. La concentracion
minima que inhibe al 50% (CMI,,) de las cepas de H. pylori
fue calculada mediante un andlisis de regresion logistica
Probit de los porcentajes de inhibicion acumulados frente a
la distribucion de las CMI observadas en las cepas aisladas
de H. pylori para cada antimicrobiano. Los contrastes se
realizaron a un nivel de confianza del 95% y un nivel de
significancia del 5%.

RESULTADOS

La muestra estuvo conformada por 95 casos con sintomas
de dispepsia que posteriormente fueron diagnosticados
con infeccion por H. pylori mediante métodos de cultivo e
histologia. La frecuencia de infeccién por H. pylori fue de
44 (46,3%) por cultivo y de 47 (49,5%) por histologia. La
concordancia entre el cultivo microbioldgico y la histologia
determinada por el indice Kappa (K) fue de 0,937 (p=0,001).

La evaluacion de susceptibilidad se realizé mediante la
técnica de microdilucion en caldo, la cual mostré tasas

LETET0.1 2111 GTGAAAMATTE CTCCTAGCCG
ATCC 43504 GTGAARATTE CTCCTACCCE
JES GTGAARATTC CTCCTADDCOE
J GTGAARATTC CTCCTADDOE
JE12 GTGAAMATTC CTCCTADCCE

HEEEEEREAE EERRTREEE

Tabla 1. Susceptibilidad antimicrobiana y concentracion
minima inhibitoria en cepas de H. pylori aisladas de
pacientes dispépticos

Antimicrobiano Resistente (%) Sensible (%) CMIm (ug/mi)

Claritromicina 23/44 (52,3) 21/44 (47,7) 0,5
Levofloxacino 20/44 (45,5) 24/44 (54,5) 0,7
Metronidazol 13/44 (29,6) 31/44 (70,4) 8,0
Amoxicilina 2/44 (4,6) 42/44 (95,4) <0,03

CMI,,: Concentracion minima que inhibe al 50% de las cepas de H. pylori
Puntos de corte segun el European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) claritromicina: S < 0,25ug/ml, R > 0,5ug/ml; metronidazol:
S < 8ug/ml, R >8ug/ml; levofloxacino: S < 1ug/ml, R > 1ug/ml; amoxicilina:
S <0,12ug/ml, R > 0,12ug/ml

de resistencia de 52,3% a claritromicina, 29,6% a
metronidazol, 45,5% a levofloxacino y 4,6% a amoxicilina.
El analisis de regresion logistica Probit permitié determinar
la concentracion minima inhibitoria de antimicrobiano que
inhibe el total crecimiento del 50% de cepas de H. pylori
(Tabla 1).

Posteriormente, se realizd un analisis dirigido al gen de
ARNr 23S mediante la técnica de PCR-RFLP. Esta técnica
permitio la deteccion de las mutaciones puntuales A2142G
y A2143G correspondiente al dominio V del gen de ARNr
23s en el 43,5% de cepas resistentes a claritromicina
(Tabla 2) (Figura 1).

DISCUSION

Nuestra metodologia de cultivo permitié determinar un
porcentaje de infeccién por H. pylori de 46,3%, diagndstico
que fue contrastado mediante la prueba histolégica.
Esta observacion es comparable con el ultimo valor de
prevalencia reportado en el 2002 en otra clinica privada
de Lima, donde se menciona una prevalencia de 45% (2.
Esto sugiere que el riesgo de infeccién entre poblaciones
con caracteristicas socioecondmicas similares podria
mantenerse estable.

El cultivo microbiolégico es un factor importante para el
efectivo manejo de la infeccién por H. pylori; no obstante,
su aislamiento se ve limitado debido a su caracteristica
como microorganismo «fastidioso» ©. En nuestro caso

CEGCAMAGADE GAMMGADCOE GTGEACCTTT
COGCAAGADE GAMAGADCCOC GTGEACCTTT
CEECAARADE oGAAGACCOD GTGEACCTTT
CGGCAAGADE oaGEacacoolz GTGGACCTTT
CEEEAAGADE GAMMGACCOE GTEEACCTTT
A A EEEEEERE EEREEAREES

Figura 1. Mutaciones puntuales en la posicién A2142G, A2143G de la secuencia parcial del gen de ARNr 23s de las cepas de H. pylori

aisladas de pacientes dispépticos

272 |



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2019;36(2):270-4.

Helicobacter pylori

Tabla 2. Mutaciones puntuales detectadas mediante PCR-
RFLP de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes
dispépticos

Fenotlpc_) Porcentaje Mutacion Porcentaje
susceptible a (%) puntual (%)
claritromicina ° o

A2142G 7/23 (30,5)

Resistente 23/44 (52,3) A2143G 3/23 (13,0)

Tipo Nativo 13/23 (56,5)

Sensible 21/44 (47,7) Tipo Nativo ~ 21/21 (100,0)

la concordancia entre el cultivo y la histologia fue alta;
ademas, la tasa de aislamiento (93,7%) fue superior a lo
reportado en diversos estudios (75% a 90%) (', El proceso
de aislamiento fue realizado considerando aquellas
variables que puedan limitar su recuperacion, cultivo y
aislamiento, tales como el lugar de toma de muestra en la
mucosa gastrica, el transporte de las muestras, el medio de
cultivo y las condiciones de incubacion (4.

La evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana mostréd
un aumento en las tasas de resistencia a claritromicina
(52,3%) y levofloxacino (45,5%), respecto a lo reportado
en 1983 y 2013 para claritromicina (6,7% y 35,5%,
respectivamente) y lo reportado en 2011 para levofloxacino
(36.9%), en Perti (121516, Segin Megraud et al. este aumento
de las tasas de resistencia podria estar influenciado por el
incremento del consumo de estos farmacos en los ultimos
afnos, llegando al 70% respecto a otros antimicrobianos
(1. Ademas, estudios realizados a nivel local muestran
que el H. pylori podria colonizar incluso a menores de tres
meses de edad, lo que podria promover un mayor tiempo
de exposicion a los antimicrobianos (®, propiciando la
presencia de cepas resistentes tanto a macroélidos como a
quinolonas por mecanismos bioldgicos de seleccion.

Se observd que la tasa de resistencia a metronidazol en
los pacientes dispépticos evaluados ha disminuido. A
diferencia de claritromicina y levofloxacino, este hecho se
podria relacionar a la disminucion de la utilizacion de este
farmaco como tratamiento contra H. pylori a causa de las
altas tasas de resistencia reportadas en afios anteriores
(>60%) 2. Esto sugiere que se habria disminuido la
presion de seleccion ejercida por el antimicrobiano,
permitiendo una ganancia de sensibilidad en los ultimos
anos, esto debido a fenémenos genéticos relacionados con
la activacién enzimatica de este profarmaco, lo que afecta
el metabolismo de las variantes resistentes y reduce sus
clonas en ausencia de la exposicion al farmaco (9.

Posteriormente, se realizd un analisis dirigido al gen de
ARNr 23S mediante la técnica de PCR-RFLP. Se observo

que el 43,5% de los fenotipos resistentes a claritromicina
presentaron cambios en las posiciones A2142G y A2143G.
Ademas, se observd que la transicion A2142G fue la
mutacion puntual de mayor frecuencia. Estos cambios en
el genoma del H. pylori limitan la interaccion de macrolidos
al ribosoma, y se reporta que estan presentes en mas del
90% en cepas de H. pylori fenotipicamente resistentes a
claritromicina. Sin embargo, estudios actuales reportan una
reduccion en la frecuencia de estas mutaciones puntuales
sobre fenotipos resistentes (54,8%) ©%. Esto sugiere la
importancia de realizar una evaluacion en regiones mas
extensas del gen de ARNr 23S que brinde informacion
de nuevas mutaciones involucradas en la resistencia a
claritromicina.

Se requieren investigaciones adicionales tomando en
consideracion los factores clinicos relacionados a la
estrategia de erradicacion de H. pylori, debido a que en la
practica los esquemas de tratamiento utilizan de forma
simultanea dos 0 mas antimicrobianos. Se sugiere realizar
estudios a mayor escala y que el analisis genotipico involucre
regiones mas amplias de los sitios activos asociados a
resistencia antimicrobiana. Asi se refuerza la monitorizacion
de las infecciones asociadas al patégeno H. pylori.

En conclusion, en el presente estudio se observa que los
porcentajes de infeccion por H. pylori son elevadas. El
método de cultivo es una estrategia diagnodstica comparable
a la prueba de histologia, ademas de facilitar la evaluacion
de la resistencia a los antimicrobianos, la cual ha aumentado
respecto a afios anteriores, afectando a los farmacos
claritromicina y levofloxacino. Ademas, nuestros hallazgos
sugieren la participacion de mecanismos de resistencia a
claritromicina no asociados a los cambios en el gen de ARNr
23S de H. pylori.
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