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1. LISTA DE ABREVIATURAS

pL: microlitros

pum: micrometros

AGS: Adenocarcinome Gastric Stomach
AMH: agar Mueller Hilton

ATCC: American Type Culture Collection

cag PAl: isla de patogenicidad cag

CagA: citotoxina asociada al gen A

CIIC: Centro Internacional de Investigaciones sobre Cancer
CO,: dioxido de carbono

DM: Diabetes mellitus

DNA: acido desoxirribonucleico

ERK: quinasa reguladora de sefial extracelular
FAK: quinasa de adhesién focal

g: gramo

h: hora

HtrA: proteasa A de requerimiento de alta temperatura 2
IBP: inhibidor de la bomba de protones

IL: interleucina

MALT: tejido linfoide asociado a mucosas

mg: miligramos

min: minutos

mL: mililitros

mM: milimol

Mpb: mega de pares bases

NHas: amoniaco

OipA: proteina inflamatoria externa A

OMPs: proteinas de membrana externa

pb: pares de bases

PBP: proteinas de unidn a penicilinas

PBS: buffer fosfato salino

pH: potencial de Hidrégeno

RET: resistencia eléctrica transepitelial

RNAr: Acido ribonucleico ribosomal

rpm: revoluciones por minuto

seg: segundos

T4SS: sistema de secrecion tipo 4

TIN: tinidazol

UEs: uniones estrechas

VacA: citocina vacuolizante A

Whnt-B: sitio de integracioén relacionado con Wingless beta



2. RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa caracterizada por infectar el estémago y
causar gastritis crénica, Ulcera péptica y cancer gastrico; ademas de estar relacionada con el
desarrollo de enfermedades extragastricas. En los ultimos afios, H. pylori ha sido
considerado por la OMS como un patdgeno de relevancia mundial, debido a su elevada
prevalencia (50% en la poblacion adulta) y a su alto indice de resistencia a antimicrobianos
(RAM). En consecuencia, esto podria incrementar la virulencia de H. pylori, asi como la
incidencia de las afecciones relacionadas con la infeccion. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es inducir resistencia en diferentes cepas de H. pylori contra antibiéticos usados en
el tratamiento de primera linea y de rescate. Los antibidticos empleados en este trabajo
fueron claritromicina (CLR), amoxicilina (AMX) y levofloxacino (LVX), a diferentes sub-
concentraciones minimas inhibitorias (MIC), en 4 cepas de H. pylori (26695, PMSS1, 51932
y 43504). La RAM se evalud por medio del método de dilucidn en agar, encontrando que las
MIC’s fueron 15-31, 6-62 y 15-125 ng/mlL para CLR, AMX y LVX, respectivamente.
Adicionalmente, se identificaron los genes 23s, pbp1la, gyrAy gyrB relacionados con la RAM.
A través de ensayos de PCR y de secuenciacion empleando el método de Sanger, se
determiné que solo los genes pbpla y gyrB presentaron mutaciones, lo que explicaria la
resistencia a AMX y LVX, respectivamente. El siguiente paso sera evaluar la virulencia de
estas cepas bacterianas resistentes sobre diferentes tipos epiteliales, asi como su

participacién durante el desarrollo de enfermedades géstricas y extragastricas.



3. ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacterium that colonises the stomach, causing
chronic gastritis, peptic ulceration and gastric cancer. Furthermore, it is associated with the
development of extra-gastric diseases. In recent years, the World Health Organization
(WHO) has classified H. pylori as a global pathogen due to its high prevalence (50% in the
adult population) and high resistance to antimicrobial agents (RAM). This classification could
potentially increase the virulence of H. pylori and the incidence of related infections. The
objective of this study is to induce resistance in different strains of H. pylori against
antibiotics used in first-line and rescue treatments. The antibiotics employed in this study
were clarithromycin (CLR), amoxicillin (AMX) and levofloxacin (LVX), at different sub-
inhibitory minimum inhibitory concentrations (MIC) in four H. pylori strains (26695, PMSS1,
51932 and 43504). The resistance to antibiotics (RAM) was evaluated using the agar dilution
method, with the minimum inhibitory concentrations (MICs) found to be 15-31, 6-62 and
15-125 ng/mL for claritromycin (CLR), amoxicillin (AMX) and levofloxacin (LVX), respectively.
Additionally, the genes 23S, pbpla, gyrA and gyrB associated with RAM were identified.
Through polymerase chain reaction (PCR) and sequencing using the Sanger method, it was
determined that only the pbpla and gyrB genes exhibited mutations, which would explain
the resistance to AMX and LVX, respectively. The subsequent step will be to assess the
virulence of these resistant bacterial strains on different epithelial types, as well as their

involvement in the development of gastric and extra-gastric diseases.



4. INTRODUCCION
4.1. Helicobacter pylori

4.1.1 Generalidades

Helicobacter pylori es una bacteria perteneciente al filo Proteobacteria, clase
Epsilonproteobacteria, orden Campylobacterales, familia Helicobacteraceae
respectivamente. Esta bacteria Gram negativa, mide aproximadamente 2 a 4 um de largo,
cuenta con 4 a 8 flagelos unipolares, es microaerofilica y puede presentarse en forma bacilar
o cocoide, dependiendo las condiciones de crecimiento (Figura 1) (Sgouras et al., 2015).
Tiene un genoma de 1.7 Mpb aproximadamente, que difiere dependiendo de la cepa, ya
que varian en la expresién de ciertas proteinas, como las de membrana externa (OMP, por
sus siglas en inglés) (Xu et al., 2020). H. pylori coloniza principalmente el epitelio del antro y
cuerpo del estémago y esta relacionada con el desarrollo de afecciones gastricas, de las que
destacan gastritis crdénica, Ulcera péptica, uUlcera duodenal, linfoma tipo MALT y cdncer
gastrico (Warren JB, Marshall B, 1983) (De Brito et al., 2019).

La transmisidn de esta bacteria se lleva a cabo por via fecal-oral, oral-oral o por el consumo
de alimentos o agua contaminada, aunque algunas de estas vias aun se encuentran en
debate (Burucoa & Axon, 2017). H. pylori puede adquirirse desde la nifiez, y existe una
controversia entre considerarla como parte de la microbiota gastrointestinal o como un
agente patégeno en ciertas circunstancias, como la disbiosis o consumo de dieta alta en
grasas y azucares (Kiibeck et al., 2016). Por otro lado, se ha sugerido que esta bacteria es
un mejor indicador de migracién y cambios evolutivos, que el DNA mitocondrial (Breurec, S
et al., 2011). En el 2017, H. pylori fue considerada como un patdgeno de alta prioridad a
nivel mundial por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), y en
el IV Consenso Mexicano sobre H. pylori del 2018 se clasific6 como carcinégeno clase | por
el Centro Internacional de Investigaciones sobre Cancer (CIIC) (Bosques-Padilla et al., 2018).
Ademas, esta bacteria tiene una amplia distribucidn, alta prevalencia, se relaciona con el
desarrollo de diversas enfermedades gastricas y extragastricas y, por si fuera poco, en el afio

2018 la WHO reporté que los aislados clinicos de H. pylori muestran una alta resistencia a



claritromicina, antibiético utilizado como tratamiento de primera linea para su erradicacién

(WHO, 2018).
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Figura 1. H. pylori vista al microscopio. Frotis tefiido con Gram observado en microscopio éptico a
100x. Se logra apreciar la morfologia tipica de bacilo Gram negativo curvo de esta bacteria
(Reshetnyak, 2017).

4.1.2 Epidemiologia
H. pylori se encuentra ampliamente distribuida por el mundo. Datos publicados por
Organizacién Mundial Gastroenterologia (WGO por sus siglas en inglés), mencionan que
aproximadamente el 50 % de la poblacidn adulta esta infectada con H. pylori a nivel mundial,
pero en los paises en desarrollo la prevalencia llega a incrementar de 63% al 94%, de los
cuales México esta incluido con mas del 70% de infeccion en la poblacion adulta (Hooi et
al., 2017). La diferencia en la prevalencia alrededor del mundo puede deberse a diversos
factores; entre los mas importantes esta el nivel socioeconémico, el desarrollo del pais y las
condiciones sanitaria de la poblacion (Sgouras et al., 2015). Ademads de estos, otro factor
importante a incluir es la edad, ya que se ha observado que la mayoria de los infectados por
H. pylori la adquirieron entre el nacimiento y la infancia, dependiendo claro, de las

condiciones socioecondmicas de cada individuo (Yuan C. et al., 2022).



4.1.3 Factores de virulencia
H. pylori cuenta con diversos factores de virulencia que le ayudan a invadir la mucosa
gastrica y contribuyen con su supervivencia en este nicho. Estos factores estan implicados
en los procesos de adaptacidn, colonizacidén e invasion de la mucosa gastrica (Ansari &

Yamaoka, 2019) (Fig. 2).
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Figura 2. Factores de virulencia de H. pylori. Esta bacteria secreta varios factores de virulencia que
le ayudan a sobrevivir en el ambiente acido del estdmago y también contribuyen en el dafio a la
barrera epitelial gastrica (Mendoza MJ., 2022, tesis de Maestria).

Durante el proceso de adaptacién al medio, la bacteria produce una enzima llamada ureasa,
cuya actividad es hidrolizar la urea presente en el medio acido del estémago, en NH4, y CO».
Con esto, se incrementa el pH del medio alrededor de ella, hasta neutralizarlo. Este cambio
puede alterar las propiedades de la mucosa del epitelio gastrico (Rutherford J. 2014).
Ademads, debido a la presencia de flagelos unipolares, la bacteria puede moverse facilmente
entre la mucosa gastrica, que va degradando, hasta llegar a las células epiteliales.

En el caso de la adhesidn celular, H. pylori cuenta con diversas OMPs; entre ellas se incluyen
lipoproteinas, porinas, proteinas de bombas de eflujo y adhesinas (Xu et al., 2020). Dentro
de las adhesinas de mayor relevancia y mas estudiadas se encuentran BabA que se une al
antigeno sanguineo de Lewis® (LeP), SabA que se une a los antigenos LeXy LeY, SabB y OipA,
cuyo receptor aun no ha sido descubierto, pero en los Ultimos afios se ha destacado su
relacion con el desarrollo de cdncer gastricoy ulceras duodenales (Xu et al., 2020). SabA o

proteina de union a acido sialico, se ha encontrado en algunas cepas de H. pylori y puede



estar en un estado encendido o apagado dependiendo del pH gastrico, lo que confiriere a la
bacteria una mejor adaptacién al medio (Benktander et al., 2018). QipA se ha descrito en
cepas que expresan la citotoxina CagA, modulando positivamente la infeccion, aunque no
se ha relacionado con otros factores de virulencia bacterianos. OipA es llamada proteina de
inflamacidn externa, ya que induce la secrecién de IL-8 (interleucina 8), provocando una
mayor infiltracion de neutrdéfilos en la zona colonizada, aumentando la inflamacién vy
generando mejores condiciones para el establecimiento permanente de la bacteria
(Horridge et al., 2017). Estudios in vitro mostraron que OipA puede inducir apoptosis en
células gastricas AGS, con un incremento en el desarrollo de cancer gastrico; mientras que
cepas negativas a OipA se describen como menos virulentas (Al-Maleki et al., 2017). En otro
estudio se observd que esta proteina es importante en el rearreglo del citoesqueleto celular,
por medio de la activacion de la cinasa de adhesion focal (FAK), quien a su vez esta
relacionada con la aparicién de neoplasias (Tabassam et al., 2008).

En el genoma de H. pylori se encuentra una isla de patogenicidad, conocida como cag PAI,
de aproximadamente 40kb, conformada por 32 genes relacionados con la patogenia de esta
bacteria (Ansari & Yamaoka, 2019). Entre los genes mas importante se encuentra CagAy el
sistema de secrecidn tipo 4 (T4SS, por sus siglas en inglés) encargado de translocar a esta
proteina al interior de las células. Para la formacién correcta del T4SS intacto y funcional, se
requiere de la expresion en simultdneo de 17 genes; ademas, varios de sus componentes
estan relacionados con el aumento de la secrecion de IL-8 por parte del hospedero (Sanchez-
Zauco et al., 2013).

La proteina CagA esta relacionada con cepas mas virulentas. Tiene un peso molecular de
125 kDa a 145 kDa y es conocida como una proteina inmunodominante. CagA tiene
integrado una secuencia de aminodcidos en su extremo C-terminal conocidos como motivos
EPIYA (acido glutamico, prolina, isoleucina, tirosina y alanina, respectivamente), los cuales
determinan su actividad proteica. Esta secuencia sufre de fosforilacién en residuos de
tirosina (Y) por diferentes cinasas que posee la célula gdstrica. CagA fosforilada puede
interactuar con Grb2 o SHP2, lo cual se ha relacionado con una disminucién en la adhesion

y proliferacién celular, en la activacion de vias como Wnt- o Ras-ERK, induciendo cambios



en la morfologia de las células gastricas, descritos como fenotipo colibri. Estas vias de
sefializacion también estan vinculadas con el desarrollo de tumorogénesis en el estdbmago
(Da Costa et al., 2015).

La proteina VacA o citotoxina vacuolizante A, secretada también por la bacteria, tiene como
funcién primordial formar poros en las membranas de las células que infecta, ademds de
inducir la liberacion de citrocomo de las mitocondrias, desencadenando apoptosis y
generando una respuesta proinflamatoria (Sgouras et al., 2015). En diversos aislados y cepas
de H. pylori, se han encontrado diferentes variables en los segmentos que conforman a
VacA: sefial (s), media (m) e intermedia (i), cuyos cambios modifican su actividad
vacuolizante o de adhesidn celular. Por ejemplo, en cepas como la 26695 y PMSS1 que
tienen la variable sIm1, se observa una mayor actividad vacuolizante, en comparacion con
la cepa 51932 que expresa la variable s2m2 (Ansari & Yamaoka, 2019). Un estudio in vitro
usando células AGS, mostré que VacA podria estar induciendo estrés en el reticulo
endopldsmico, activando asi la autofagia y aumentando la muerte celular (Zhu et al., 2017).
La proteina HtrA de H. pylori tiene la funcién de neutralizar los efectos del estrés oxidativo
y térmico que se generan al momento de la colonizacién del antro y cuerpo del estémago,
ya que, al oligomerizarse o sufrir cambios conformacionales, HtrA puede tener actividad de
serin-proteasa. Esta proteina llega a soportar altas temperaturas y variaciones de pH, lo que
le ayuda a la bacteria a incrementar su porcentaje de supervivencia en el microambiente

extenuante del estdmago (Wessler et al., 2017).

4.2 Colonizacion de H. pylori
H. pylori puede establecerse en diferentes regiones del estémago, principalmente en el
antro y el cuerpo, donde utiliza diferentes factores de virulencia para colonizar, generando
una infeccién permanente asintomatica o sintomatica que conlleva al cambio morfolégico

celular de los epitelios, ya mencionado.



4.2.1 Gastrica
Una vez que H. pylorillega al epitelio gastrico, empieza una serie de eventos propiciados por
la bacteria, las células epiteliales del huésped y la respuesta inmune del mismo. La bacteria,
ya establecida en el epitelio gastrico, requiere la constante secrecién de ureasa para
mantener neutralizado el pH del estdmago (Sgouras et al., 2015). Se ha encontrado que esta
enzima también puede romper las uniones estrechas (UEs), aumentando la permeabilidad
paracelular y afectando la integridad del epitelio gastrico. Con la alteracién de las UEs, sus
componentes también sufren cambios. Por ejemplo, claudina y ZO-1 se modifican, de una
localizacién periférica en la membrana a una localizacién citoplasmatica, asi como
aumentando su expresion durante la infeccién por H. pylori (Caron et al., 2015). Estos
abruptos generan el paso desmedido de componentes a la matriz celular y la barrera
epitelial pierde su caracteristica selectiva, aumentando la resistencia eléctrica transepitelial
(RET) (Wroblewski et al., 2010). H. pylori viaja por los espacios intercelulares que va creando
y llega hasta la base de las células, mientras que otras se quedan en la parte apical,
formando pedestales en las zonas de las microvellosidades, disminuyendo su cantidad y
promoviendo cambios morfolégicos, como el redondeamiento de éstas (Caron et al., 2015).
La infeccién de H. pylori en células gastricas, ademdas de aumentar la permeabilidad
paracelular y la RET, también aumenta la expresion de citocinas proinflamatorias, como IL-
6, IL-8, IL-1B, IL-10, IFN-y y TNF-a, lo que conduce a un ambiente inflamatorio, que,
dependiendo del tiempo de la infeccién, genera algunas de las afecciones mencionadas
(Fiorentino et al., 2013). La infeccidn también propicia infiltrado de neutrdfilos, quienes,
para atacar a la bacteria y detener la infeccidn, secretan citocinas que aumentan aun mas el
estado inflamatorio, incrementando el riesgo de desarrollo de Ulcera péptida y/o duodenal,

gastritis crénica y cancer gastrico (Sdnchez-Zauco et al., 2013).

4.2.2 Pancreatica
Uno de los érganos que puede llegar a infectar H. pylori, fuera del tracto gastrointestinal, es
el pancreas. Al igual que en el estdmago, el dafio puede ser provocado por la constante

inflamacidon causada por la propia infeccién, o debido a la expresion de citocinas



proinflamatorias y a la infiltracién de neutrdfilos en la region infectada, desarrollandose
afecciones pancredticas, como DM, pancreatitis y cancer pancreatico. Los factores de
virulencia, principalmente CagA, que es conocida como una proteina carcinogénica, tienen
la capacidad de reprogramar la proliferacidon celular e inducir una transicion epitelio-
mesénquima (MET), la cual, se relaciona con el desarrollo de cancer, en este caso
pancreatico (Elizabeth MA et al., 2015).

Ademas, existe la hipotesis de que la bacteria o las vesiculas de membrana externa (OMVs,
por sus siglas en inglés) producidas por H. pylori que contienen VacA, CagA y OipA, pueden
viajar a través de la circulacién y llegar a colonizar o danar otros tejidos, debido a su
capacidad de romper las UEs y activar en las células vias de sefalizacién que desregulen la
proliferacién y secrecién de insulina (Elizabeth MA et al., 2015).

Por otra parte, se ha relacionado la infeccién por H. pylori con pancreatitis aguda. Esta
infeccién es una respuesta inflamatoria no regulada del pancreas, que puede ser causada
por diversos factores, y uno de ellos podria ser la infeccién por esta bacteria (Chen et al.,
2022).

Otra afeccion con la que se ha relacionado la infeccién de H. pylori es con el cancer
pancredtico. Se teoriza que el incremento de gastrina y somatostatina provocado por la
infeccidon de esta bacteria también aumenta la liberacidn de secretina en el pancreas, lo que
induce la sintesis de DNA e inflamacion, conduciendo a un proceso de carcinogénesis, por

activacion de la via NF-kB y el aumento en la secrecién de IL-8 (Kunovsky et al., 2021).

4.3 Afecciones relacionadas con H. pylori
H. pylori entra al cuerpo por la boca, y una vez establecida en el estémago, por un tiempo
determinado, provoca el desarrollo de ciertas complicaciones en esta regién, causando
principalmente inflamacién crénica, incrementada por la respuesta inmune del hospedero,
hasta el desarrollo de afecciones como gastritis crénica, Ulcera péptica, hasta algunas mas

graves como cancer gastrico (Ansari & Yamaoka, 2017).
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4.3.1 Afecciones gastricas

Como ya se menciond, las afecciones gastricas provocadas por H. pylori, pueden ser de
diferente gravedad. Esto lo determinan diferentes factores como: genéticos, ambientales, la
respuesta inmune del hospedero, la cepa de la bacteria que esté infectando y la duracién
de la infeccidon (FitzGerald & Smith 2021).

La gastritis es la mas comun, de la cual, el 100% de los infectados por H. pylori llegaran a
desarrollarla. De ahi sigue la gastritis crénica, presentada aproximadamente en el 15 a 20%
de las personas infectadas. Esta se caracteriza por el aumento en la acidez del estémago, y
es generada en respuesta a diversos factores de virulencia de la bacteria (Amieva & Peek,
2016). Se estima que alrededor del 70% al 80% de las Ulceras gastricas péptidas y
duodenales reportadas a nivel mundial, son causadas por H. pylori, pero la aparicion de
éstas puede llevar afios. El riesgo aumenta en infecciones recurrentes y con tratamientos
fallidos, pero disminuye con el diagndstico oportuno y erradicacion exitosa (Amieva & Peek,
2016).

H. pylori es el factor mas importante para la aparicién de cancer gastrico a nivel mundial,
pues se estima que es causante del 75% de este tipo de cancer. Esto se debe principalmente
a la proteina CagA, codificada en la isla de patogenicidad cag PAI, que tiene la capacidad de
reprogramar células epiteliales, glandulares y células madre de estos sitios de infeccion,

aumentando asi su proliferacion (Da Costa et al., 2015).

4.3.2 Afecciones extragastricas
En los ultimos afios de investigacion sobre la infeccidn provocada por esta bacteria, se le ha
relacionado con diversos padecimientos fuera del tracto gastrointestinal. Entre estos se
pueden mencionar afecciones neuronales (como esclerosis multiple, Parkinson y
Alzheimer), cardiovasculares (como hipertensién, aterosclerosis e infarto al miocardio),
dermatoldgicas (p. ej. rosdcea o psoriasis), hepdticas (como cirrosis, carcinoma
hepatocelular y encefalopatia hepatica) y pancredticas (como diabetes mellitus y cancer
pancreatico) (Elizabeth MA et al., 2015; Kunovsky et al., 2021). En la Figura 3 se encuentran

enlistadas las afecciones extragdstricas divididas por sistemas del cuerpo humano.
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4.4 Tratamiento contra H. pylori
Desde que H. pylori fue descubierta ha sido un gran reto el encontrar un tratamiento éptimo
para su erradicacion, por lo cual, existe una amplia diversidad de métodos para su

eliminacion (Hu et al., 2020).
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Figura 3. Afecciones extragdstricas relacionadas con la infeccion de H. pylori (He, J. et al. 2022) (Modificada).

4.4.1Tipos
Los tipos de tratamiento pueden clasificarse de primer o segunda linea. La primera hace
referencia a aquel primer tratamiento que se le prescribe a un paciente al ser diagnosticado
con infeccién por H. pylori. Después del primer tratamiento fallido, confirmado mediante
pruebas de laboratorio, se prescribe un siguiente tratamiento, el cual se llama de segunda

linea (Gisbert, 2020).
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El principal tratamiento es el conocido como terapia triple, el cual incluye 2 antibidticos que
son en primera instancia claritromicina (CLR) y amoxicilina (AMX), o metronidazol (MTZ) y
un inhibidor de la bomba de protones (IBP) como el omeprazol. El tratamiento se administra
por 10 dias y es considerado como el estandar de oro para la erradicacidn de H. pylori. Esta
terapia se considera empirica y puede modificarse dependiendo de la region y el porcentaje
de resistencia a antibidticos reportado >15% (Hu et al., 2020). Cuando el tratamiento con
CLR como primera opcidn falla, se opta por cambiarlo a levofloxacino (LVX), el cual es una
quinolona de amplio espectro (Suzuki et al., 2019).

Debido al alto fracaso en el tratamiento para la erradicacion de H. pylori con los tratamientos
convencionales, se propuso la formulacién de tratamientos alternativos, como la terapia
secuencial, la cuddruple, la concomitante y la hibrida (Kasahun et al., 2020a). La terapia
secuencial consiste en administrar el tratamiento durante 10 dias, dividido en 2 fases. En la
primera fase de 5 dias se administra MTZ 20 mg y AMX 1 g, ambos cada 12 h. En la segunda
fase, por los otros 5 dias, igualmente MTZ 20 g, pero el cambio reside en el antibidtico,
aumentando a dos dosis: CLR 500 mg y tinidazol (TIN) 500 mg, ambos cada 12 h. Esta
estrategia ha tenido un buen porcentaje de erradicacién desde un 74% hasta 93%,
dependiendo de la region y la resistencia a CLR reportada (Zullo et al., 2007).

La terapia cuadruple es similar a la terapia triple, pero se le ha afiadido otro antibiético,
quedando de la siguiente manera: IBP de la preferencia del médico, AMX 1 g, CLR 500 mg y
MTZ o TIN 500 mg (Liu et al., 2023). Pero la alta tasa de fallo en este esquema ha derivado
en una modificacién, basada igualmente en la terapia estandar, pues se le afade
subsalicilato de bismuto para aumentar la eficacia del tratamiento. El bismuto tiene
actividad bactericida directa contra H. pylori y se ha observado que puede proteger a la
mucosa gastrica del dcido estomacal. La desventaja de esta terapia es su alto costo y la
aparicion de efectos secundarios mayores a los esperados con la terapia estandar: como
nauseas, diarrea, dolor estomacal y abdominal, vomito, dolor de cabeza, alergia, coloracién
amarillenta en la piel, aparicién de moretones y en casos extremos brotes psicoticos

reversibles. (Poonyam et al., 2019).
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La terapia concomitante es parecida a la terapia cuadruple. En ésta se administran 3
antibidticos y un IBP. Se aplica cuando el paciente ya muestra resistencia a CLR o no hay
disponibilidad de bismuto en la zona. Inicialmente esta terapia se administraba por 5 dias,
pero estudios comparativos encontraron que el mayor porcentaje de erradicacion se ve a
los 10-14 dias (Wang et al., 2018). Los antibidticos para este tipo de tratamiento son
lansoprazol 30 mg como IBP, AMX 1 g, MTZ 500 mg y CLR 500 mg; los 4 medicamentos se
administran cada 12 h. Su desventaja es la aparicion de mas efectos secundarios(similares a
los del tratamiento con bismuto), en comparacion con la terapia secuencial (Kim et al.,
2014).

La terapia hibrida consiste en la combinacion de la terapia dual que incluye CLR 500 mg vy
AMX 1 g por 7 dias, incorporando la terapia cuadruple sin subsalicilato de bismuto por los
siguientes 7 dias. Todos los medicamentos se ingieren 2 veces al dia. Se han realizado
algunas modificaciones en este esquema, en las que se incluyen el aumento en la dosis del
IBP al doble del estandar, e incrementando la frecuencia en la administracién del
metronidazol tres veces al dia. También se ha disminuido la duracién de este tratamiento a
10 dias, quedando la combinacién dividida en 5 dias; evitando asi, la aparicion de efectos
secundarios. Estudios publicados en los que se ha evaluado la eficacia de este tipo de
terapia, han reportado una tasa de erradicacion del 85% al 91% (Song et al., 2016).

Otro de los retos que se han presentado es que los pacientes pueden exhibir alergia a la
penicilina, siendo la amoxicilina perteneciente a este grupo de antibidticos. Para ellos, la
terapia de primera linea quedaria igual, solo quitando la amoxicilina, y en caso de que ya se
presente resistencia a claritromicina, se sustituye por LVX. Desafortunadamente estas dos
alternativas no han tenido muy buenos resultados, obteniendo un 55% de erradicacién para

el tratamiento que incluye CLR y un 73% en el que se cambia a LVX (Gisbert et al., 2009).

4.4.2 Mecanismo de accion
La CLR es un antibidtico perteneciente al grupo de los macrélidos y es derivado de la
eritromicina. Se ha empleado como base en el tratamiento de primera linea para H. pylori

debido a su facil difusidon en la mucosa gdstrica y por tener una concentracién minima
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inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés) baja. El blanco en la bacteria de este antibiético es
la subunidad ribosomal 50S por lo que su actividad bactericida reside en la inhibicidén de la
sintesis de proteinas (Lee et al., 2022). Su mecanismo de accion radica en unirse al bucle
peptidil transferasa del dominio V del RNAr 23s, el cual forma parte de la subunidad mayor
del ribosoma bacteriano. Esta unién provoca cambios en su estructura y por consiguiente la
separacién del complejo peptidil transferasa-RNAt, complicando el alargamiento de la
cadena peptidica saliente. La CLR es sensible a los acidos del estdmago, lo que produce su
rapida degradacion. Para solucionar este problema, se receta de manera dual, junto con un
IBP, para conseguir concentraciones luminales géastricas éptimas y producir su efecto
bactericida (Marques et al., 2020).

El IBP mas recetado es el omeprazol, el cual puede incrementar el pH gastrico a 6.0 por
aproximadamente 156 minutos, tiempo suficiente para que la CLR no se degrade y alcance
la mucosa gastrica, se difunda en las células del epitelio gastrico y llegue a las bacterias
(Serebrova et al., 2022). Los IBP suelen activarse y generar una protonacién secuencial de
los anillos de pirimidinas y benzimidazol a diferentes pH. Pero a un pH muy acido como en
las condiciones del estdmago, éste llega a degradarse y no alcanza las caniculas de las células
parietales. Por lo que, al momento de su fabricacidn, se le incorpora una cubierta entérica
(Seshadri et al., 2013).

El LVX pertenece al grupo de las quinolonas de amplio espectro y es efectivo contra bacterias
Gram positivas y negativas. Su blanco en las bacterias es la ADN girasa (subunidad GyrA vy
GyrB) y la topoisomerasa IV, las cuales se encargan del superenrollamiento y relajacién del
DNA. Su mecanismo de accidn se basa en la unidn a estas proteinas y resulta en la inhibicién
de la replicacion del DNA (Rimbara et al., 2012). H. pylori solo posee DNA girasa pero no
topoisomerasa IV, ya que no posee los genes que codifican para esta proteina (parCy parE)
(Tomb et al., 1997).

La AMX es uno de los antibidticos principales en la terapia estandar de primera linea contra
H. pylori. Es un antibiético R-lactdmico, el cual se une en las bacterias, a las proteinas de
unién a penicilinas (PBP, por sus siglas en inglés) que estan involucradas en la sintesis de

peptidoglicano. H. pylori posee 7 PBP’s, pero la AMX se une a PBP1A, la cual tiene actividad
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de peptidiltransferasa (Tran et al., 2022). Su mecanismo de accidn es el bloqueo en la sintesis
de peptidoglicanos e induce la autolisis bacteriana. Las bacterias Gram negativas, como H.
pylori, presentan una membrana externa de proteinas y lipidos asi como una capa fina de
peptidoglicanos, separadas ambas por un espacio periplasmico (Sudrez & Gudiol, 2009). Los
peptidoglicanos estan formados por repetidos de N-acetilmuramico y N-acetil-glucosamina,
los cuales son sintetizados en el citoplasma y llegan hasta el espacio peripldsmico, donde la
transpeptidasa los convierte de pentapéptidos a tetrapéptidos y los une en cadenas para
formar asi la pared bacteriana (Taylor et al., 2021). Los betalactamicos estan formados por
un anillo betalactamico, cuya estructura es similar a la de la transpeptidasa, por lo que, al
unirse la AMX a la transpeptidasa, no permite el Ultimo paso de la sintesis del peptidoglicano
(Pichichero & Reed, 2011.). Por esta similitud estructural, a la transpeptidasa se le llama
también PBP. Es importante que la bacteria se encuentre en fase de crecimiento, pues en
este momento estd activa la sintesis de la pared bacteriana. Esta desregulacidn en la sintesis
de peptidoglucanos activa a la enzima autolisina, lo que induce la lisis bacteriana (Dubée et
al., 2011).

El metronidazol es un nitroimidazol que es recetado para enfermedades inflamatorias
gastrointestinales, como la infeccidn por H. pylori. Este farmaco requiere la reduccién del
grupo nitro para su activacion, llevada a cabo por la enzima NADH nitrorreductasa, por lo
gue es llamado un profarmaco. Esta reduccidon produce compuestos citotéxicos que van a
causar dafio en el DNA, como ruptura de la cadena, desestabilizacion de la doble hélice y

finalmente producen la muerte celular (Dingsdag & Hunter, 2018).

4.3. Tratamiento en México
Como lo mencionan las diversas guias para el diagndstico y tratamiento para la infeccion por
H. pylori, el esquema de tratamiento para esta bacteria cambia dependiendo de la region.
Esto se debe a que el uso de antibidticos para cada pais esta regulado de manera diferente,
ademas, la resistencia hacia los antibidticos varia en cada localidad (Zhang, 2015). Todo esto
modifica el tratamiento empirico contra la infeccidn de H. pylori. En México, el tratamiento

de primera linea es el tratamiento triple estandar, basado en un IBP, usualmente omeprazol,
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CLR 500 mg y AMX 1 g. En nuestro pais, el MTZ dentro del esquema del tratamiento contra
esta bacteria ha sido eliminado a causa de la alta resistencia a éste, reportando hasta un
60% de resistencia, siendo una de las mas alta a nivel mundial (Bosques-Padilla et al., 2018).
Aunque no existen muchos reportes sobre la resistencia a los demas medicamentos, si se
han publicado cifras de resistencia a CLR que oscilan entre el 4% y el 25% en algunas zonas
del pais, lo cual ya es alarmante, por lo que se ha optado por tratamientos alternativos
(Alarcén-Millan et al., 2016). Dentro de estas alternativas estd el tratamiento con LVX,
azitromicina y un IBP. Se ha reportado que el LVX administrado durante 10 dias, muestra

porcentajes de erradicacidon de un 80% a 90% (Gisbert et al., 2009).

5. Resistencia a antimicrobianos de Helicobacter pylori

La resistencia a los antimicrobianos (RAM, por sus siglas en inglés) se describe como la
capacidad que adquiere un microorganismo para crecer y sobrevivir a los mecanismos de
accion de los RAM. Por su parte H. pylori, ha desarrollado estrategias para evadir
mecanismos bactericidas de los antibiéticos administrados para su eliminacion (Savoldi et
al., 2018).

La RAM puede clasificarse como natural y adquirida. La RAM natural o intrinseca surge de
forma natural e independiente a la exposicion de los antimicrobianos y se comparte
universalmente entre especies. Esta puede producirse por la presencia de proteinas en la
membrana que evitar la entrada del antimicrobiano al microorganismo, o promueven la
expulsion de este, disminuyendo su concentracion citoplasmatica, por ejemplo, bombas de
eflujo (Kasahun et al., 2020; Tan et al., 2022). En el caso particular de H. pylori, se ha
estudiado la presencia de bombas de eflujo como los pertenecientes a la familia RND
(Zhang, 2015). También puede deberse a la presencia de proteinas que hidrolizan o inactivan
el antibidtico, como es el caso de las betalactamasas que degradan a las penicilinas.

La RAM adquirida o extrinseca se produce una vez que el microorganismo ya ha tenido
contacto con el antibidtico. Este tipo de RAM puede generarse por el uso prolongado de
antibiéticos o mal uso de éstos. Cuando se da una dosis poco efectiva para la erradicacién

de una bacteria, ésta va generando tolerancia hacia el mismo, por lo que, en poco tiempo

17



provocara RAM en la bacteria. Por otro lado, la exposicidn repetida a los antibidticos,
pueden propiciar el desarrollo de mutaciones en los genes blanco de las bacterias, como
mecanismo de defensa y supervivencia (Igler et al., 2021). Otra forma de desarrollar RAM
adquirida es por la transferencia horizontal de genes, en la cual el contacto de bacterias de
igual o diferente especie puede transferirle genes o plasmidos con la informacién para
producir la RAM. H. pylori al ser una bacteria que coloniza la mucosa géstrica, estd en mutuo
contacto con bacterias de la microbiota gastrointestinal, las cuales pueden transferirle genes
de resistencia a antibidticos por este medio de mecanismos como transformacion,
conjugacion y transduccion (Mclnnes et al., 2020).

Estudios donde se evalud la resistencia natural en pacientes infectados con H. pylori,
revelaron que este tipo de resistencia pudo originarse al contraer una cepa proveniente de
una persona infectada, que haya recibido tratamiento previo y desarrollado RAM (Chen et
al., 2022).

En H. pylori, la RAM es causada en gran medida por la aparicion de mutaciones en los
diferentes blancos de los antibidticos usados para su erradicacién, disminuyendo su afinidad
a ellos (Kuo et al., 2017). En menor medida, la bacteria activa bombas de eflujo que expulsan
el antibidtico del citoplasma, y con esto no se alcanza su MIC, disminuyendo su eficacia. Un
ultimo mecanismo, que se ha estudiado muy poco es la generacién de biopelicula por parte
de H. pylori, la cual le confiere proteccion contra los antibidticos y contra las acciones del
sistema inmune del huésped (Yonezawa et al., 2015a). La tasa de resistencia primaria al
tratamiento de primera linea a nivel mundial se encuentra de la siguiente manera: CLR

17.2%, AMX 16.2%, MTZ 11.2% y LVX 5.9% (De Francesco et al., 2010) (Fig. 4).

5.1. Resistencia a claritromicina
La resistencia a CLR por parte de H. pylori, se genera por mutaciones puntuales en el gen
23s, siendo las principales A2143G, A2142G, C2195T y T2182C, y algunas mutaciones
consideradas nuevas son C2288T, A2146G y A2147G. De estas mutaciones, las que han
mostrado un MIC mas alto, mediante la prueba fenotipica de susceptibilidad, han sido en la

posicion 2142 y 2143, representando alrededor del 80% de resistencia contra este
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antibidtico (Mitui et al., 2014). Se han encontrado otras mutaciones en diferentes posiciones
en este gen, pero no se han relacionada con la resistencia fenotipica a la CLR.

La resistencia a CLR es la principal causa del fracaso en el tratamiento contra H. pylori. En
2009 reportes de Europa, China, América del Norte y América de Sur indicaron que la
resistencia a este antibiotico fue de 11.1%, 27.6%, 29.3% y 17.2% respectivamente, y estas
cifras aumentaron en afos recientes (Zhang, 2015). La sensibilidad de H. pylori a CLR
también se ve afectada por las proteinas de la membrana externa, como HopT (BabB), HofC
y OMP31, las cuales estan ausentes en las cepas sensibles a la CLR y solo se identificaron en

cepas resistentes (Xu et al., 2020).

5.2. Resistencia a amoxicilina
En H. pylori, la RAM asociada con este antibidtico se presenta por mutaciones en los genes
gue codifican para las PBP, siendo el de mayor importancia pbplA. Las mutaciones mas
importantes son: S402G, E406A, S414R, S417T, F473L, K555S, N561Y y T593A/G/K (Ansari &
Yamaoka, 2022). Estas mutaciones disminuyen la afinidad de la AMX con la PBP1A,
bloqueando su mecanismo de accion al no inhibir la sintesis de peptidoglicanos, lo que evita
su accion bactericida (Tuan et al., 2019). La tasa de resistencia a AMX ha sido relativamente

baja, a pesar de que cambia a nivel regional (Zhang, 2015).

5.3. Resistencia a metronidazol

En el caso del MTZ, la resistencia se da por mutaciones en un gen, pero en este caso no es
en el de la diana del antibidtico. El metronidazol viene en una forma inactiva, y para
activarlo, debe reducirse. Esta accion la realiza la enzima NADH nitrorreductasa. En H. pylori,
los genes que codifican para esta enzima son rdxA (nitrorreductasa insensible al oxigeno) y
frxA (flavin oxidasa reductasa). Las mutaciones en el gen rdxA pueden generar cambio del
marco de lectura o producir una proteina trunca (Lee et al., 2018).

El MTZ fue el primer medicamento recetado contra la infeccidon por H. pylori. En diversos
paises, el uso de este antibiético es regulado, como en Japdn, por lo que su tasa de
resistencia es menor. Pero en paises de Latinoamérica, en los que no existe esta regulacion,

la tasa de resistencia si es elevada (Chisholm & Owen, 2003).

19



o

o y

o s _— 4 ).\

R 3 A

e >

o cuta o $
</

C Resistencia a Levofloxacino

P p e @

s (5 >
o deta -

- "\ . 1, B B
oo \ 8 4

Figura 4. Porcentaje de resistencia de H. pylori a CLR, MTZy LVX en el mundo durante el 2006 y 2016 (Savoldi,
A. et al. 2018) (Modificada).

20



Para analizar la resistencia a MTZ se ha usado la deteccién de mutaciones en los genes ya
mencionados, pero éstas no predicen completamente la resistencia en la bacteria. Ademas,
el mecanismo de accién del MTZ y de la resistencia en H. pylori no se ha estudiado a fondo,

por lo que requiere mas investigacion al respecto (Zhang, 2015).

5.4. Resistencia a levofloxacino/ciprofloxacino

La resistencia a esta quinolona se basa en la presencia de mutaciones en los genes que
codifican para la DNA girasa, y H. pylori posee dos: gyrA y gyrB. En el gen gyrA, las
mutaciones relacionadas con la resistencia estdn en la posicion 87, el cambio de N
(asparagina) por L (leucina), | (isoleucina), A(alanina) o K (lisina); y en la posiciéon 91, el
cambio de D (Ac. aspartico) por Y (tirosina), N (asparagina) o G ( glicina). En el gyrB las
mutaciones se dan en la posicion 463, el cambio E (Ac. glutdmico) por K o G; en la posicion
479, el cambio de S (serina) por G; y algunos polimorfismos se presentan en las posiciones
438 F (fenilalanina) por S, 481 D por E o Ny 484 R por K (Lee et al., 2011). Aunque no hay
muchos reportes sobre la resistencia a este antibidtico, algunas publicaciones han mostrado
altos porcentajes de resistencia. Por ejemplo, Japdn mostrd un aumento en la resistencia a
LVX de 42% en 2015 a 43% en 2017, y datos similares se obtuvieron en China (Hu et al.,
2017).

5.5. Resistencia antimicrobiana de Helicobacter pylori en México
En el caso de nuestro pais, varios reportes epidemioldgicos han mostrado que la RAM de H.
pylori a los diferentes antibidticos es elevada. En América, los analisis revelaron que hay un
77% de erradicacién para el tratamiento de primera linea con CLR y un 80% para el
tratamiento de segunda linea basado en LVX, cuando el tratamiento se sigue al pie de la
letra; pero estas cifras disminuyen cuando éste no es completado (Savoldi et al., 2018). En
un estudio realizado en México, donde se compararon dos terapias de primera linea, una
basada en azitromicina y otra en CLR, se encontrd una tasa de resistencia a CLR del 28.2%
(L. Ladrén-de-Guevara et al., 2019). Segun las guias clinicas para el diagndstico y tratamiento

para H. pylori, no es recomendable administrar CLR en regiones con resistencia mayor al
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15% (Suzuki et al., 2019). Esta resistencia elevada puede deberse al uso excesivo de
macrdlidos en la poblacion mexicana. Usualmente se habia recetado como tratamiento de
primera linea CLR, AMX y MTZ, pero debido a la elevada resistencia a este ultimo, de 60%
en adultos mexicanos, se ha suspendido su uso en el tratamiento para la infeccién de H.
pylori (Torres et al., 2001). La resistencia a LVX en nuestro pais auin no ha alcanzado cifras
alarmantes, por lo que se puede usar como tratamiento efectivo para erradicar la infeccién
de esta bacteria, siempre y cuando, los resultados de las pruebas de susceptibilidad no

muestren lo contrario (Sierra et al., 2014).

5.6 Métodos para la deteccion de RAM en H. pylori

Existen diferentes métodos para la determinacién de la resistencia en los microorganismos,
tanto fenotipicos como moleculares. Los mdas usados han sido los métodos fenotipicos,
como dilucién en agar, difusidon en disco, microdilucion seriada y prueba de E combinada.
Estos se basan en el crecimiento de una bacteria expuesta al antibidtico en diluciones
crecientes. Las bacterias son sembradas en medio liquido o sélido y los antibidticos
dispuestos en discos o en diversas diluciones incluidos en el medio (Medakina et al., 2023).
Los métodos genotipicos se basan en la amplificaciéon y secuenciacién de genes y en la
busqueda de mutaciones que se relacionen con la resistencia a antimicrobianos
(Miftahussurur et al., 2020).

En el caso de H. pylori, el método considerado como estandar de oro para la deteccién de
RAM es el método de dilucion en agar. Esto se debe a que la bacteria es de crecimiento
lento, por lo que el uso de sensidiscos con antibidtico no es un método factible. El método
de dilucién en agar se realiza preparando agar Mueller Hilton (AMH), suplementado con
sangre de carnero desfibrilada al 5-7% con diferentes concentraciones del antibiético a
analizar. La inhibicidn del crecimiento bacteriano dara el resultado de la MIC de esta cepa
en particular. Existe puntos de corte en base a la MIC expresada para cepas y aislados clinicos
los cuales se usan para determinar si una cepa es susceptible o resistentes contra la mayoria
de los antibidticos utilizados en el tratamiento de erradicacion, como los que se muestran

en la tabla 1 (EUCAST, 2023).

22



En cuanto a los métodos moleculares, para esta bacteria, se hace la busqueda de las
mutaciones ya mencionadas para los diferentes antibidticos que engloban el esquema de
tratamiento. Estos métodos incluyen PCR, hibridacion con sondas, secuenciacidon en Sanger
o NGS (secuenciacién de nueva generacién por sus siglas en ingles) y analisis de
polimorfismos. La presencia de mutaciones en los genes blanco de los antibiéticos puede
generar la resistencia a los mismos, pero debe ser confirmada mediante alguna prueba
fenotipica (Medakina et al., 2023).

En general, cualquiera de los métodos descritos anteriormente debe implementarse antes
de iniciar un tratamiento contra H. pylori, para evitar el fracaso al tratamiento, aunque esto
conlleve un gasto mayor para el paciente y para el sector salud. De igual manera, se deben
realizar cuando el tratamiento de primera linea no ha erradicado a la bacteria, proponiendo

asi un mejor tratamiento.

Tabla 1. MIC de diferentes antibidticos probados en H. pylori (puntos de corte publicados por la EUCAST en
el 2023).

MIC en pg/mL
Antibiotico Susceptible < Resistente >
Claritromicina 0.25 0.50
Amoxicilina 0.12 0.25
Metronidazol 8.00 8.00
Levofloxacino 1.00 1.00
Tetraciclina 1.00 1.00
Rifampicina 1.00 1.00
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5. JUSTIFICACION
H. pylori es una bacteria con alta prevalencia mundial (~50%) en la poblacién adulta e infecta
principalmente el estdmago, relacionandose con enfermedades gastrointestinales, aunque
recientemente se ha asociado con padecimientos extragastricos. Debido a la alta tasa de
resistencia antimicrobiana que han presentado las diferentes cepas de esta bacteria a nivel
mundial, el tratamiento para su erradicacién se ha vuelto un problema, por lo que la
incidencia de las enfermedades relacionadas con la infeccidn persistente estd en aumento.
Por todo esto, la OMS en el 2017, considerd a H. pylori como un patégeno de alta prioridad
a nivel de salud mundial. Asi, en este trabajo se pretende analizar la aparicion de la RAM de
H. pylori ante los diferentes tratamientos y evaluar la presencia de mutaciones relacionadas

con esta resistencia.
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6. HIPOTESIS

La interaccidon continua y a concentraciones crecientes de los antibidticos usados en los
tratamientos contra H. pylori, induce la aparicion de mutaciones en algunos genes

relacionados con la resistencia a claritromicina, amoxicilina y levofloxacino.

7. OBIJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL
Inducir resistencia a ciertos antibidticos (claritromicina, amoxicilina y levofloxacino) en

diferentes cepas (26695, PMSS1, 51932 y 43504) de H. pylori.

7. 2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Analizar si las diferentes cepas de H. pylori sin tratamiento presentan mutaciones en

genes relacionados con la resistencia a CLR, AMX y LVX.

2. Determinar la MIC de cada antibidtico en las cepas de H. pylori.

3. Desarrollar resistencia a antibidticos por medio de la induccion in vitro de cada cepa
de H. pylori.

4, Identificar si las cepas que adquirieron resistencia presentan mutaciones en genes

relacionados con la resistencia a CLR, AMX y LVX.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Cepas de H. pylori
Las cepas de H. pylori que se usaron en este trabajo son: 1) 26696 de la ATCC, la cual contiene
a todos los factores de virulencia, incluidos CagA+, VacA+; 2) PMSS1, cepa hipergénica con
todos los factores de virulencia y usualmente usada para infectar ratones, CagA+ y VacA+;
3) 51392, cepa carente de la isla de patogenicidad cagPAl-, por lo que es CagA- y con la
proteina VacA variedad s2m2, la cual le confiere una actividad vacuolizante disminuida; y 4)
43504 de la ATCC incluida en el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por
sus siglas en inglés) como cepa susceptible a claritromicina, CagA+y VacA+. Las bacterias se
descongelaron y se sembraron en medio Casman suplementado con 5% sangre de carnero
desfibrilada y estéril, incubandose a 37°C con 5% de CO; por 48 a 72 h. Después, se
resembraron igualmente en agar Casman para que las bacterias se vayan adaptando al

medio por otras 48 h con las mismas condiciones de incubacidn.

9.2 Extraccion de ADN
De las bacterias crecidas anteriormente, se tomé un indculo de aproximadamente 2x109
bacterias, las cuales se suspendieron en 500 pL de PBS estéril (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
Na2HPO4 8 mM y KH2PO4 2 mM), se centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 min y se desecho
el sobrenadante, utilizando solo el boton formado. Se realiz6 la extraccion de DNA total
usando el kit ONE-4-ALL Genomic DNA Mini-Preps (Bio Basic Canada Inc.), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Al botdn se le agregaron 180 pL de ACL (que es esto) y 20 pL de
proteinasa K. La mezcla se agitd en un vértex por 15 seg y se incubé a 56°C por 1 h. Después
se le agregd al mismo tubo 200 pL de buffer CL, se pasé por el vortex por 15 seg, se agregd
200 pL de etanol al 96% y se mezclé nuevamente. La mezcla total se transfirié a una columna
sostenida por un tubo de colecta de 2 mL y se centrifugd a 12,000 rpm por 1 min, para
posteriormente desechar el sobrenadante. Después se agregd 500 plL de solucién CW1, se
centrifugé a 12,000 rpm por 1 min y se desechd el sobrenadante. A continuacién, se
agregaron 500 pL de solucién CW1, para volver a centrifugar en las mismas condiciones y se

desechd igualmente el sobrenadante.
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Posterior a esto, se secd la membrana centrifugandose a 13,000 rpm por 2 min y se desechd
el sobrenadante. La columna se pasd a un tubo nuevo de colecta de 2 mL y se dejo
incubando a temperatura ambiente (TA) por 2 min, con la tapa abierta para que el etanol se
evaporara completamente. Se agregd de 50 a 100 pL de buffer CE, tratando de que cayera
en el centro de la membrana, después se incubd a TA por 2 min y se centrifugd nuevamente
a 13,000 rpm por 2 min para eluir el DNA. La muestra se dividié en volimenes pequefios
con agua libre de RNAsas, para almacenarse a -20°C, hasta su posterior analisis. La

cuantificacién del DNA se realizé por espectrometria a una longitud de onda de 260 nm.

9.3 Amplificacion de genes por PCR
A partir del DNA extraido de cada cepa, se llevd a cabo la amplificacion de los genes
relacionados con la RAM en H. pylori por medio de PCR de punto final. Los genes de interés
fueron: 23S para CLR, pbp1A para AMX Yy gyrA y gyrB para LVX. Los oligonucleétidos que se
utilizaron se enlistan en la tabla 2. La PCR se realizd en un termociclador y las condiciones
de amplificacién para cada gen se muestran en la tabla 3. Para cada reaccion se agregé 400
ng de DNA templado y los oligos se usaron a 10 puM. Se utilizé la mezcla para PCR OnePCR®

Ultra de la marca GeneDireX, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Tabla 2. Lista de iniciadores utilizados para la amplificacion de cada uno de los genes
relacionados con la RAM de H. pylori.

Genes Oligonucléotidos

239 Sentido: 5-ATGAAGCGTTGAATTGAAGC-3'
Antisentido: 5-CAACTCTCTTACACTCAGTAAGGC-3'
Sentido: 5°- CGATAGATTTGGATTACCAACGC-3’

PbpiA Antisentido: 5°- ACGATTTCTTTACGCAAGCC-3

gyrA Sentido: 5’'CCGAGTTCCACCCATTAG-3'
Antisentido: 5’ ATTTCACTCATCGCGTCTC-3

gyrB Sentido: 5’'CCGAGTTCCACCCATTAG-3'

Antisentido: 5’ ATTTCACTCATCGCGTCTC-3
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Tabla 3. Protocolo de amplificacién por PCR para los genes de H. pylori.

23S pbpla GyrA, GyrB 16S
Incubacion inicial =~ 95°C x 5m 95°C x 5m 94°C x 5m 95°C x 2m
Ciclos 40 ciclos 40 ciclos 35 ciclos 29-30 ciclos
Desnaturalizaciéon  95°C x20s  95°C x 30s 94°C x 1m 95°C x30s
Alineacion 55°C x 30s = 60°C x 30s 57°C x 1m 60°C x 30s
Extension 72°C x 30s 72°C x 1m 72°C x 1m 72°C x Im
Extension final 72°C x 5m 72°C x 8m 72°C x 6m 72°C x 5m
Producto final 294 pb 1035 pb 426 pb y 444pb 120 pb

9.4 Secuenciacion de genes
Los productos amplificados se purificaron con ayuda del kit GeneElute™ PCR Clean-up
(Sigma-Aldrich) y se mandaron a secuenciar en el laboratorio de Microbiologia Clinica,
Divisién de Infectologia del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR). Las secuencias
proporcionadas se analizaron en busqueda de mutaciones ya publicadas que estuvieran
relacionadas con RAM en H. pylori (Tabla 4). Las secuencias se convirtieron en formato FASTA
para su posterior andlisis, utilizando como referencia la secuencia de la cepa 26695 de H.
pylori (acceso en GenBank CP003904.1). Para el caso de los genes pbpla, gyrAy gyrB, de la
secuencia de nucledtidos, se realizod la traduccidn utilizando Blastx y con esta secuencia de
aminoacidos se hizo el alineamiento con Blastp, tomando como referencia las secuencias ya
publicadas de cada cepa.

Todo esto se realizd en la plataforma del NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/BlastAlign.cgi).

9.5 Ensayo de susceptibilidad a antibiéticos
La susceptibilidad contra los 3 antibioticos de interés para este estudio se realizé mediante
el método de dilucidon en agar, para el cual se usé AMH suplementado con 5% de sangre de
carnero desfibrilada estéril, adicionando los antibiéticos por separado (CLR, AMX y LVX) en

diluciones dobles.
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Tabla 4. Mecanismo de accion de cada antibidtico y las mutaciones en los genes
relacionados.
Antibiotico Mecanismo de accion del Mutaciones génicas

antibiético

Bloquea la sintesis de
Claritromicina proteinas
Diana: 23s ARNr

Bloguea la pared bacteriana

23s: A2143G, A2142G, C2195T,
T2182C, C2288T, A2146G, A2147G

Amoxicilina Diana: PBP (proteina de pbplA: P473L, E406K, T593A/G/K

union a penicilina)
gyrA: 87 (N por L/I/AIK)
91 (D por G/N/A/Y), N87K 'y

Bloquea la replicacion
D91Y/N/G

bacteriana

Levofloxacino Diana: ADN girasa

(R por K)

Se usaron los puntos de corte para establecer como susceptibles a las cepas de H. pylori, de
acuerdo con el Comité Europeo sobre Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST, por sus siglas en inglés) (tabla 5). Las placas se inocularon con 10 pL de una
suspension bacteriana en solucidn salina estéril, ajustando la concentracién a 2 en la escala
de McFarland. Las bacterias se mantuvieron en incubacion por 48-72 h a 37°C en
condiciones microaerofilicas.

Después se observd el crecimiento en las placas y se establecieron las cepas como
susceptibles o resistentes de acuerdo con la MIC de cada cepa para cada antibiético
evaluado. La MIC se considerd como la concentracion mas alta del antibidtico en la cual
hubo inhibicién del crecimiento bacteriano. Las cepas que resultaron resistentes se
volvieron a analizar por el mismo método, pero usando el doble de la MIC para los

antibiéticos a los que mostré resistencia.
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Tabla 5. MIC usada para considerar la sensibilidad a los antibidticos por H. pylori, de acuerdo con la EUCAST.

MIC en pg/mL
Antibiotico
Susceptible < Resistente >
Claritromicina 0.25 0.50
Amoxicilina 0.12 0.25
Levofloxacino 1.00 1.00

9.6 Induccidon de RAM in vitro en cepas de H. pylori

Las bacterias se dejaron crecer hasta su fase logaritmica para ser resembradas. Se utilizd
caldo Mieller Hilton (CMH) para hacer las diluciones correspondientes de cada antibidtico
utilizado (CLR, LVX y AMX). Para la primer interaccidn se usaron concentraciones subMIC:
para CLR fue de 0.003 ug/mLy para AMX y LVX de 0.005 pg/mL. La interaccién se hizoen 5
mL de CMH con la dilucién de antibidtico correspondiente y se inocularon con bacterias a
2.0 en la escala de McFarland de cada una de las cepas. Se mantuvieron en tubos de 15 mL
con tapa a 37°C en condiciones de microaerofilicas. Se dejé un tubo por cepa inoculado
solamente en CMH como control de crecimiento y otro solo con CMH como control
negativo. Cada tubo fue suplementado con 5% de SFB para mejorar el crecimiento
bacteriano. Se cambidé el medio cada 48 h para que las bacterias no se quedaran sin
nutrientes y se mantuvieron asi por 6 pases (cada cambio de medio se considerd un pase).
Los tubos se mantuvieron en 2 condiciones: en agitacidn y sin agitacion para monitorear en
cual se conseguia un crecimiento éptimo.

Pasados los 3 pases se centrifugaron los tubos, se decantd el medio y se conservo el boton
bacteriano, el cual se sembré en agar Casman suplementado con 5% de sangre desfibrilada
de carneroy 200 plL de SBF. Las placas se dejaron incubando por 72 h a 37°C en condiciones
de microaerofilia. Se resembraron en agar Casman suplementado con 5% de sangre de
carnero desfibrilada, afadiendo 200 plL de SBF a cada caja para tener un mayor crecimiento
bacteriano, dejandose incubar por 48 h a 37°C en condiciones de microaerofilia.

Después de obtener una buena cantidad de biomasa, se repitid la interaccidon con

antibidticos, aumentando la concentracion al doble, quedando CLR en 0.006 pug/mLy AMX
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y LVX en 0.01 pug/mL. Se mantuvieron igualmente por 3 pases, con cambio de medio cada
48 h. Se prosiguié con el mismo protocolo de cultivo para posteriormente interactuarlas con
la siguiente concentracidn de antibidticos, quedando CLR a 0.012 ug/mLy AMXy LVX a 0.02
ug/mL. Terminado esto, las bacterias que sobrevivieron se sembraron en agar Casman con
5% de sangre de carnero desfibrilada por 72hrs y posteriormente se resembraron e
incubaron por 48 h. Nuevamente se determiné de MIC con la misma metodologia, para
compararla con las MIC’s iniciales, en caso de haber diferencias con estas. De estas bacterias
se realizé extraccion de DNA total para proseguir con la amplificacién y secuenciacién de los

genes de interés, usando la metodologia ya descrita.
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10.RESULTADOS

10.1 Caracterizacion de las cepas de H. pylori
Las cepas utilizadas en este trabajo (26696, PMSS1, 51932 y 43504) fueron caracterizadas a
través de pruebas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares, para asegurarse de que
cumplieran con las caracteristicas de H. pylori.
La caracterizacion morfoldgica se llevé a cabo mediante tincion de Gram. Las 4 cepas
crecieron como bacilos alargados y de forma helicoidal de 2 a 4 um de largo, como se

observa en la Figura 6.

Figura 5. Tincion de Gram de las cepas de H. pylori analizadas. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. C) Cepa 51932.
D) Cepa 43504.

Las pruebas bioquimicas que se realizaron fueron: prueba de ureasa, catalasa y oxidasa y los
resultados se aprecian en la Figura 7. En el caso de la prueba de ureasa, se utilizé medio con

urea y rojo de fenol como indicador de pH, mostrando un viraje en la coloracién a rosa, lo
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gue demostrd la presencia de la enzima ureasa la cual hidrolizé la urea presente y aumenté
el pH del medio. Los resultados para las 4 cepas fueron positivos para la presencia de ureasa.
En el caso de la prueba de oxidasa se utilizaron tiras reactivas, observandose un cambio de
coloracién a un tono azul. Las 4 cepas analizadas exhibieron resultados positivos para la
enzima oxidasa.

En cuanto a la prueba de catalasa, se utilizé perdxido de hidrogeno al 3%, tomando una gota
y agregando una muestra de bacterias de cada cepa. En cada caso, se observé la formacién
de burbujas por la presencia de la enzima catalasa que hidroliza el perdéxido de hidrogeno

en agua y oxigeno, teniendo resultados positivos para las 4 cepas.
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Figura 7. Pruebas bioquimicas para la caracterizacion de H. pylori. A) Cepa 26695 catalasa (+) y ureasa (+). B)
Cepa PMSS1 catalasa (+) y ureasa (+). C) Cepa 51932 catalasa (+) y ureasa (+). D) Cepa 43504 catalasa (+) y
ureasa (+). E) Prueba de catalasa (+) para las 4 cepas. El crecimiento colonial se puede apreciar en la caja Petri
de cada cepa (A, B, C, D)
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La caracterizacion molecular se realizd amplificando 3 genes especificos de H. pylori: 168,
glmM vy cagA. Los genes constitutivos fueron 16S y gimM, mientras que cagA se presenta
principalmente en cepas consideradas mas virulentas (Ansari & Yamaoka, 2020). El gen 16S
codifican para una parte de la subunidad 16S del ribosoma bacteriano; gimM codifica para
una fosfoglucosamina mutasa que participa en la biosintesis de la pared bacteriana; y el gen
cagA codifica para una citotoxina inyectada en la célula hospedera. En todas las cepas se

amplificé un fragmento de los genes constitutivos 16s y gimM (Figura 8).
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1500 pb
1000 pb
o —r
294 pb

Hp26695 HpPMSS1  Hp51932  Hp43504  Cti()

Figura 8. Amplificacion de genes para la caracterizacion molecular de las cepas de H. pylori (26696, PMSS1,
51932 y 43504). El DNA bacteriano se obtuvo y se proceso para ensayos de PCR. A) Amplificacion del gen 16s
(120 pb). B) Amplificacidon del gen cagA (350 pb). C) Amplificacién del gen gimM (294 pb). Primer carril:
estandar de tamafio molecular. Ctl (-): control de la PCR sin molde.

En tanto que el gen cagA solo se amplificd en las cepas 26695, PMSS1 y 43504, ya que como

era de esperarse en la cepa 51932 carente de la isla de patogenicidad CagPAIl no se amplifico

35



el gen cagA +.Con estos resultados se puede afirmar que las 4 cepas que se utilizaron en
este estudio, corresponden a H. pylori ya que conservaron sus caracteristicas morfoldgicas,

bioquimicas y moleculares.

10.2 Amplificacidn de genes relacionados con RAM en H. pylori antes de la
induccion a RAM
Una vez caracterizadas las cepas de H. pylori, se determind si presentaban de manera
natural mutaciones en los genes 23S, pbpla, gyrA y gyrB relacionados con la resistencia a
CLR, AMX y LVX. Para ello, se aislé DNA a partir de cada cepa y empleando oligonucledtidos
especificos para cada gen (tabla 2), se llevaron a cabo ensayos de PCR (tabla 3). En general,
en las 4 cepas se amplificaron cada uno de los genes mencionados (Figura 9).
En el caso del gen 23S, cuyos oligos amplifican la faccion del gen desde la posicion 2,007 a
la 2,301 pb, el tamaiio del amplicon fue de 294 pb. Los oligos del gen pbpla produjeron un
amplicdn de 1,035 pb. En cuanto los genes gyrA y gyrB, los amplicones tuvieron una longitud

de 426 pb y 444 pb, respectivamente (Figura 7).

Amplificacién gen 23S Amplificacién gen pbpla

1500 pb| 1500 pb —

1000,pb 1035 pb
p

1000 pb

500 pb
300 pb

294 pb
100 pb

Hp26695 HpPMSS1 Hp51932 Hp43504 Ctrl (+) Hp26695 HpPMSS1 Hp51932 Hp43504 Ctrl(-)

Amplificacién gen gyrA Amplificacion gen gyrB

1500 pb

1000 pb

500 pb
444 pb
G 300 pb
426 pb

100 pb

Hp26695 HpPMSS1 HpS51932 Hpa3sod  Ctrl ()
0 Hp26695 HPPMSS1 Hp51932 Hp43504 Ctrl (-)

Figura 9. Amplificacion de genes relacionados con la resistencia a CLR, AMX y LVX en cepas de H. pylori. A)
Amplificacién del gen 23S. B) Amplificacidon del gen pbpla. C) Amplificacion del gen gyrA. D) Amplificacién del
gen gyrB. Cepas analizadas: 26695, PMSS1, 51932 y 43504.
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10.3 Secuenciacion de genes relacionados con RAM en cepas de H. pylori

antes de la induccién a RAM
Una vez amplificados los fragmentos de los genes 23S, pbpla, gyrA y gyrB que contienen los
sitios donde se han reportado mutaciones relacionadas con la resistencia a CLR, AMX y LVX
(Mitui et al., 2014; Zhang, 2015; Hu et al., 2017), las bandas de los geles de agarosa se
purificaron y se mandaron a secuenciar en el laboratorio de Microbiologia de la Clinica del
en la Division de Infectologia del INR. El analisis de los datos secuenciacion realizada antes
de iniciar con la induccién a RAM con los 3 antibidticos mostraron los siguientes resultados:
la secuencia del gen 23S de la cepa 26695 mostré 98% de identidad en el alineamiento con
el genoma de referencia (Figuras 10). De igual manera, las secuencias de este mismo gen en
las 3 cepas restantes (PMSS1, 51932, 43504) mostraron 100% de identidad en los 290 pb
con la secuencia de la cepa 26695, lo que sugiere que este gen se encuentra conservado
entre cepas y sin mutaciones. Para la busqueda de mutaciones relacionadas con RAM contra
CLR, se utilizé el sistema de posicionamiento de nucledtidos propuesto por Taylor et al, en
el afio 1997. Los sitios de interés fueron 2142, 2143, 2182, 2195 y 2288, en los cuales no se

encontraron mutaciones, como se muestra en las Figura 10y 11.

U27270.1 Genes de ARN ribos##mico 23S y 5S de Helicobacter pylori, secuencia completa
Sequence ID: Query_2324689 Length: 3870 Number of Matches: 1

Range 1: 2375 to 2668 Graphic

Score Expect Identities Gaps Strand
501 bits(271) 1e-145 288/295(98%) 6/295(2%) Plus/Plus
Query 2 CGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTG-TCGGTTAAATACCGACCTGCAT 60

sbict 2375 COPALAHMALLHHMEHASLAAMAHELHEHEESHAMMALLAL M 2434
o o TR
R
o T TR 2
Query 237 TTTGGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAA 291

: IIIIII I Jsé é NSNS RNRNNRARRARNARY NN
Sbjct 2614 TTTGGCTCTTATGGA TCATCCTT AGATACCACCCTTGATGTTTCT TTAQCTA 2668
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Figura 10. Alineamiento de la secuencia del gen 23S de la cepa 26695 con el genoma completo publicado en
GenBank U27270.1.

& Download v ¥ Next i
Query range 1: 1to 150

8%%;’;33215 1 TCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGTTAAATACCGACCTGCATGAATGGCGTAACGAGATGGGAGCTGTCTCAACCAGAGATTCAGTGAAAT
uery._ 1

Query_51932 1
Query_43504 1

& Download v

Query range 2: 151 to 291

guery_2622 S 151 AAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGGAGGCTTTGAAGTAAGGGCTTTGGCTCTTATGGAGCCATCCT
uery_PMSS1 151

Query_51932 151
Query_43504 151

Figura 11. Alineamiento de las secuencias del gen 23S en las 4 cepas de H. pylori.

Para el gen pbp1la, el producto de amplificacidn fue de 1035, pero al momento de hacer la
secuenciacioén, al ser una secuencia larga, la secuenciacidn no fue completa. Para la cepa
26695 se secuenciaron 896 pb; para la cepa PMSS1 fueron 921 pb; en la cepa 51932 se
obtuvieron 881 pb; y en la cepa 43504 se secuenciaron 816 pb. A partir de estas secuencias
se realizé la traduccion de nucleétidos a aminoacidos, tomando en cuenta los marcos de
lecturas de esta proteina (PBP1A) y su funcidn bioldgica. A diferencia del gen 23S que no se
traduce ya que es parte de la subunidad mayor del ribosoma y cuya funcién se da estando
en secuencia de nucleétidos, la PBP1A tiene su actividad en forma de proteina y la busqueda
de mutaciones se da en la secuencia de aminodcidos. En la cepa 26695 se obtuvo 97% de
identidad, para la cepa PMSS1 96%, para la cepa 51932 98% y para la cepa 43504 100% de
identidad (Figura 12-15).

En cuanto a la busqueda de mutaciones en PBP1A de la cepa 26696, observamos que en las
posiciones 402, 414, 417, 473, 555 y 561 no se encontraron mutaciones, mientras que en la
posicidon 406 hay una sustitucion de acido glutdmico por alanina (E406A) y en la posicion
593 una sustitucion de treonina por alanina (T593A). Estas mutaciones se encuentran en
cepas consideradas resistentes, aunque haciendo la revisidon de todas las cepas, algunas

difieren en ciertos aminodacidos en las posiciones de interés, como el anteriormente dado.
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PBP1A en la cepa 26695
Icl|CP003904.1_prot_AFV41818.1_597 [locus_tag=C694_03085] [protein=penicillin-binding protein 1A (PBP-1A)]
[protein_id=AFV41818.1] [location=complement(630852..632831)] [ghkey=CDS]
Sequence ID: Query_4173036 Length: 659 Number of Matches: 1

Range 1: 307 to 604 Graphics
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PBP1A de la cepa 26695 (Query) con la secuencia
publicada de la misma cepa (Sbjct).

PBP1A en la cepa PMSS1
AQM72281.1 Penicillin-binding protein 1A [Helicobacter pylori PMSS1]
Sequence ID: Query_7612356 Length: 659 Number of Matches: 1

Range 1: 307 to 612 Graphics
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Figura 13. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PBP1A de la
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PBP1A en la cepa 51932

Helicobacter_pylori_ATCC_51932.fasta_00793 Penicillin-binding protein 1A
Sequence ID: Query_8120489 Length: 659 Number of Matches: 1

Range 1: 312 to 604 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
591 bits(1523) 0.0  Compositional matrix adjust. 288/293(98%) 290/293(98%) 0/293(0%)
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PBP1A de la cepa 51932 (Query) con la secuencia
publicada de la misma cepa (Sbjct).

PBP1A en la cepa 43504

BBI22728.1 penicillin-binding protein 1F [Helicobacter pylori]
Sequence ID: Query_8143914 Length: 659 Number of Matches: 1

Range 1: 326 to 596 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
556 bits(1433) 0.0  Compositional matrix adjust. 271/271(100%) 271/271(100%) 0/271(0%)
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4 SAIK 368-371

Query 121 GFEKIYQSLSDMGFKNLPKDLSIVLGSFRISPIDAAEKYSLFSNYGTMLKPMLIESITNQ 180 KTG 555-557

Sbjct . 7 L S NP o | | N o S O S S Py 505 SNN 559-561
555 561

Query 181 QNDVKTFTPMETKKITSKEQAFLTLSVLINAVENGTGRLARTKGLEIA S ﬂ IDA 240

TS TR 1 A ... 565

Query 241 WFIGFTPTLQSVIWFGRDDNTPISKGATGGV 271
Sbct 566 iuswisisis s sisisieinesiasieee wevasdslsion 596

Figura 15. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PBP1A de la cepa 43504(Query) con la secuencia
publicada de la misma cepa (Sbjct).

Por lo que, estas mutaciones deben analizarse dependiendo de la cepa. Para la cepa PMSS1
no se encontraron mutaciones en las posiciones 402, 414,417,473, 555 y 561; mientras que
en la posicién 406 hay una sustitucién de alanina por valina (A406V), lo cual ya se considera
como una mutacion relacionada con la resistencia a AMX. De igual manera, en la posicion

593 se encontrd una sustitucion de alanina por treonina (A593T), tomando en cuenta que
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tener A en dicha posicidon esta relacionada a la misma resistencia. Para la cepa 51932 no se
encontraron mutaciones en las posiciones 402, 414, 417, 473, 555, 561 y 593. En la posicion
406 hay una sustitucién valina por acido aspartico (V406E), aunque esta sustitucion no esta
relacionada con resistencia a AMX. Para la cepa 43504 no hay mutaciones en ninguno de los
8 sitios de en la PBP1A relacionados con resistencia a AMX.

Finalmente se realizaron los alineamientos para los genes gyrA y gyrB, encontrando que la
secuencia de la cepa 26695 tuvo un 98% de identidad y la de las cepas PMSS1, 51932 y
43504 presentaron un 100% de identidad. No se encontraron mutaciones en las posiciones
87 y 91 de GyrA en ninguna de las 4 cepas analizadas (Figura 16), los cuales son sitios donde
se han encontrado mutaciones relacionadas con resistencia a LVX en H. pylori.

Para GyrB, la comparacién de las secuencias de aminoacidos quedd de la siguiente manera:
para la cepa 26695 se obtuvo un 99% de identidad, para la PMSS1 un 100% y para la 51932
99%. Debido a que la secuencia de GyrB es especifica para la cepa 43504, se realizd el
alineamiento usando la secuencia de esta proteina con el cddigo de acceso
WP_209612216.1 publicado en el GenBank. En cuanto a la busqueda de mutaciones
relacionadas con la resistencia a LVX, no se encontraron mutaciones de GyrB en los sitios
438, 463,479, 481 y 484 de las cepas 26695 y 51932; pero en la cepa 43504, en la posicidon
481 hay una sustitucién de un acido aspartico por un acido glutamico (D481E) y en la

posicidon 484 de una arginina por una lisina (R484K) (Figura 17).
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A) GyrA en la cepa 26695

1cl|CP003904.1_prot_AFV41918.1_697 [locus_tag=C694_03615] [protein=DNA gyrase subunit A]

[location=752524..755007] [gbkey=CDS]
Sequence ID: Query_2618790 Length: 827 Number of Matches: 1

Range 1: 26 to 165 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
286 bits(733) 9e-95 Compositional matrix adjust. 137/140(98%) 138/140(98%) 0/140(0%)
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B) GyrA en la cepa PMSS1
AQM72381.1 DNA gyrase subunit A [Helicobacter pylori PMSS1]
Sequence ID: Query_3621438 Length: 827 Number of Matches: 1
Range 1: 29 to 166 Graphics Next Match A Previous Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

288 bits(738) 1e-95 Compositional matrix adjust. 138/138(100%) 138/138(100%) 0/138(0%)

87
Query 3 SMSVIIGRALPDARDGLKPVHRRILYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG 62

SHCE 29 surciimetiinrien e A S S A T A S e . 88
91

Query 63 LVRMAQDF SMRL ELVDGQGNFGS IDGDNAAAMRY TEARMTKASEETLRDIDKDTID 122

Ry N A I i ot sl o 1 O o | 148

Query 123 FVPNYDDTLKEPDILPSR 140
Shjct 2890 ... ii.-atoh.tionsis 166

C) GyrAenlacepa51932
Helicobacter_pylori_ATCC_51932.fasta_00894 DNA gyrase subunit A

Sequence ID: Query_3816670 Length: 831 Number of Matches: 1

Range 1: 31 to 170 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
291 bits(746) 1e-96 Compositional matrix adjust. 140/140(100%) 140/140(100%) 0/140(0%)
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GyrA en la cepa 43503

D
) BBI22835.1 DNA gyrase subunit A [Helicobacter pylori]

Sequence ID: Query_4130349 Length: 828 Number of Matches: 1

Range 1: 26 to 165 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
292 bits(747) 8e-97 Compositional matrix adjust. 140/140(100%) 140/140(100%) 0/140(0%)
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Figura 16. Alineamientos de la secuencia de GyrA en las 4 cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1.
C) Cepa 51932. D) Cepa 43504.
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A) GyrB en la cepa 26695
1cl|CP003904.1_prot_AFV41720.1_499 [gene=gyrB] [locus_tag=C694_02575] [protein=DNA gyrase

[location=527696..530017] [ghkey=CDS]
Sequence ID: Query_5381976 Length: 773 Number of Matches: 1

Range 1: 378 to 522 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
297 bits(760) 3e-99 Compositional matrix adjust. 144/145(99%) 145/145(100%) 0/145(0%)
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B) GyrB en la cepa PMSS1
AQM72175.1 DNA gyrase subunit B [Helicobacter pylori PMSS1]
Sequence ID: Query_5237318 Length: 773 Number of Matches: 1
Range 1: 377 to 522 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
301 bits(771) 8e-101 Compositional matrix adjust. 146/146(100%) 146/146(100%) 0/146(0%)
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rB en la cepa 51932
C) Gyl P

Helicobacter_pylori_ATCC_51932.fasta_00728 Type 2 topoisomerase subunit B
Sequence ID: Query_5751046 Length: 773 Number of Matches: 1
Range 1: 395 to 524 Graphics
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D) GyrB en la cepa 43504
VIRT-74124:5'3' Frame 3, start_pos=0
Sequence ID: Query_5009201 Length: 147 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 146 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
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Figura 17. Alineamientos de la secuencia de GyrB en las 4 cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1.
C) Cepa 51932. D) Cepa 43504.

10.4 Determinacion de MIC en cepas de H. pylori
Los antibidticos utilizados fueron CLR, AMX y LVX, proporcionados por el laboratorio de
Microbiologia Clinica de la Divisiéon de Infectologia del INR. Antes de utilizarlos para este

estudio, se evalud su efectividad mediante la técnica de microdilucion en placa.
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De los tres antibiodticos se hicieron diluciones dobles, las cuales se agregaron a cada pocillo
(100 pg/mL), y se inocularon con 10 uL de suspensidn bacteriana de cepas determinadas
por la CLSI, a 0.5 en la escala de McFarland.

En el caso de CLR se usé la cepa de Staphylococcus aureus 29213 de la ATCC, y para AMX y
LVX se empled la cepa de E. coli 25922 de la ATCC. La concentracion de los antibidticos
empleados correspondio a la MIC. Como control de crecimiento, en algunos pocillos solo se
pusieron CMH y bacterias. En el control de medio, a los pocillos solo se les agregé CMH.
Después de leer la placa a las 24 h, no se observd crecimiento bacteriano cuando se
afadieron los diferentes antibiéticos, solo en el control de crecimiento. De manera que, con
estos resultados satisfactorios, se emplearon los tres antibiéticos en los experimentos
subsecuentes.

Estos antibidticos se emplearon para el cultivo de las diferentes cepas de H. pylori a
diferentes concentraciones, con lo que se pudo obtener la MIC para cada uno. En general,
las MIC para CLR rondan entre 0.015 pg/mL a 0.031 pg/mL; para AMX van de 0.006 pg/mL
a 0.062 pg/mL; y para LVX se encuentran en un rango de 0.015 pg/mL a 0.125 pg/mL (tabla
6).

Tabla 6. MIC de cepas de H. pylori contra CLR, AMC y LVX.

Cepas de H. pylori

Antibiéticos 26695 PMSS1 51932 43504
CLR 0.031 pg/mL 0.015 pg/mL 0.031 pug/mL 0.015 pg/mL
AMX 0.008 pg/mL 0.006 pg/mL 0.031 pg/mL 0.062 pg/mL
LVX 0.125 pg/mL 0.125 pg/mL 0.062 pug/mL 0.015 pg/mL
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Estos resultados se compararon con los puntos de corte publicados por la EUCAST para estos
tres antibidticos (Tabla 5), con lo que se puede clasificar a nuestras 4 cepas como

susceptibles para CLR, AMXy LVX.

10.5 Induccidn de resistencia a antibioticos in vitro para H. pylori

De manera inicial se habia planeado usar 500 uL de cultivo bacteriano y la subMIC % para
los 3 antibidticos con las 4 cepas de H. pylori, durante 5 pases (cada cambio de medio a las
48 h se considerd como un pase). Pero al término de la primera ronda (cada interaccién con
una concentracion diferente de antibidticos se le denominé ronda), observamos que
ninguna de las cepas sobrevivid a la induccion con CLR, AMX y LVX, excepto la cepa 43504
gue sobrevivid a LVX. Haciendo el analisis del control de crecimiento nos percatamos que
las bacterias solo sobrevivian a 3 pases con el medio CMH. En cuanto a la concentracién de
cada antibidtico utilizada, se piensa que podria ser la concentracién minima bactericida
(CMB), lo que explicaria por qué ninguna cepa sobrevivio.

Con estos resultados optamos por hacer una modificacién en nuestra estrategia de
inducciéon a RAM. Para esto aumentamos la cantidad de CMH a 5 mL, debido a que una
mayor cantidad de medio nos proporcionaria un mayor crecimiento bacteriano. La
concentracioén se disminuyo para los 3 antibidticos y se optd por mantener las 4 cepas a una
misma concentracion, quedando para la primera ronda: CLR 0.003 pg/mLy para AMXy LVX
0.005 pg/mL, como se muestra en la metodologia descrita en este trabajo. Las
concentraciones aumentaron al doble parala 22 ronda y al triple para la 32 ronda. Se agregd
una variable en esta estrategia, la cual fue tener una ronda de tubos en agitacion y otras sin
agitacién durante la incubacion para determinar en donde se obtenia un crecimiento
optimo.

Utilizando estas nuevas concentraciones de antibidticos, ninguna cepa sobrevivié cuando se
empled CLR, a pesar de que la dosis fue muy baja. Esto puede deberse a que el antibidtico
utilizado es de grado farmacéutico y no de uso para investigacion, a diferencia de la AMX y

el LVX, cuya presentacion viene en forma de sales.
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De las 4 cepas inducidas a RAM, lograron sobrevivir las cepas 26695, PMSS1, 43504 y en
muy baja cantidad la cepa 51932 con AMX. Cuando se usé LVX, las 4 cepas tuvieron buen
crecimiento. En el caso de la agitacion se observd variaciones de crecimiento en las
diferentes cepas que se mantuvieron solamente con CMH. En el caso de la cepa PMSS1 y
51932, el crecimiento colonial entre las bacterias que estuvieron incubadas en agitacion en
comparacién con la que no se mantuvieron en agitacion, no se observd diferencias en el
crecimiento. Caso contrario se observa con las cepas 26695 y 43504, en las cuales, el
crecimiento colonial fue mayor en aquellas que se mantuvieron sin agitacién durante la

incubacién, en comparacién con las que si estuvieron en agitacion (Figura 18).

HpPMSS1-CMH 1° ronda Hp51932-CMH 1° ronda

* (*)

D)

Q)

(=)

Hp26695-CMH 1° ronda Hp43504-CMH 1° ronda

(-)

Figura 18. Diferencias en el crecimiento bacteriano después de la 1% ronda. Cepas 26695, PMSS1, 51932 y
43505 de H. pylori crecidas en CMH. (*) en agitacidn; (--) sin agitacion.
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Debido a las ligeras diferencias presentadas en el crecimiento entre las bacterias incubadas
en agitacion y sin agitacion después de la primer ronda de induccién a RAM, se decidio
quitar la variable de agitacién en las siguientes rondas.

Para la 2° ronda de induccidon a RAM solamente se utilizaron AMX y LVX incrementdndose al
doble la concentracién de los antibidticos y descartandose CLR. Al finalizar la 22 ronda de
induccién a RAM en las 4 cepas de H. pylori, observamos que el didmetro de las colonias
crecidas en agar Casman era menor que las colonias antes de iniciar con la induccidn con
los antibioticos. Esto se observé en mayor medida en aquellas bacterias que se mantuvieron
con AMX. También se pudo notar que el crecimiento bacteriano era menor, por lo que, en

la siguiente resiembra, la biomasa obtenida fue baja (Figura 19).

HpS1932-AMX Hp51932-LvX
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Figura 19. Crecimiento colonial de las cepas de H. pylori después de la 22 ronda de induccién a RAM con
AMX y LVX. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. C) Cepa 52932. D) Cepa 43504.

Tomando en cuenta el poco crecimiento obtenido después de resembrar aquellas bacterias
que sobrevivieron a la 22 induccién de RAM con AMX y LVX, se decidié no proseguir con la
32 de induccidn. Con las bacterias obtenidas hasta este paso, se realizé una tincidon de Gram
para observar su morfologia. El tratamiento con los antibidticos cambid la morfologia de las
bacterias, de una forma bacilar-helicoidal, a una de bacilos cortos y formas cocoides. Esta
transicidn se observo principalmente en aquellas bacterias que estuvieron con AMX, para
las 4 cepas. En cuanto a las bacterias que se mantuvieron con LVX, en la cepa 26695 y PMSS1
se observaron principalmente bacilos cortos, en la cepa 51932 el acortamiento de los bacilos
no fue tan evidente, y en cuanto a la cepa 43504, se observaron principalmente formas

cocoides (Figura 20).
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Figura 20. Cambio morfolégico de las cepas H. pylori después de la 22 ronda de induccién a RAM
con AMX y LVX. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. C) Cepa 52932. D) Cepa 43504. Tincidn de Gram.

Las bacterias sobrevivientes a la 22 ronda se resembraron en agar Casman durante 48 h,
para tener un mayor crecimiento bacteriano. A estas bacterias se les determiné nuevamente
la MIC para AMX Yy LVX, con la finalidad de evaluar si la induccién a RAM habia incrementado

la MIC (tabla 7).

Tabla 7. MIC de las cepas de H. pylori después de la induccién a RAM con AMX y LVX.

Cepas de H. pylori

Antibioticos 26695 PMSS1 51932 43504
AMX 0.062 pug/mL 0.500 pg/mL 0.031 pg/mL 0.015 pg/mL
LVX 0.125 pg/mL. - 0.125 pg/mL 0.031 pg/mL

Teniendo estos resultados de las MIC, las concentraciones se compararon con las MIC (tabla
6). Para entender mejor la comparacion, se realizé la tabla 8, en la que se indican los camibos
en las MIC’s. La MIC para AMX de la cepa 26695 aumentd 7 veces, pero la MIC para LVX
permanecié igual. En la cepa PMSS1, solamente se pudo hacer la determinacién de MIC
contra AMXy no contra LVX por la poca cantidad de biomasa con que se contaba. De manera
sorprendente, la MIC de AMX incrementd 80 veces, comparada con la MIC inicial. En la cepa
51932, la MIC contra AMX se mantuvo igual, pero para LVX aumento 2 veces. Por ultimo, en

la cepa 43504, la MIC contra AMX disminuy6 4 veces y la de LVX incrementd 2 veces.
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Tabla 8. Comparacion de MIC antes y después de la induccién a RAM con AMX y LVX.

Aumento de MIC por cepa de H. pylori

ATB 26695 PMSS1 51932 43504
AMX 17 veces 180 veces igual |4 veces
LVX igual | - T2 veces T2 veces

10.6 Secuenciacion de genes relacionados con RAM en cepas de H. pylori
después de la induccion a RAM
Después de la induccién a RAM con 2 rondas de antibidticos, se realizd nuevamente la
secuenciacién de los genes 23S, pbpla, gyrA y gyrB, los cuales se compararon con las
secuencias realizada antes de la induccién a RAM in vitro.
Debido a que no hubo bacterias sobrevivientes después de la induccién a RAM contra CLR,
no se llevd a cabo esta comparacion.
En el caso de PBP1A, en la cepa 26695 hubo una sustitucién en la posicidn 406 de A por E,
la cual implicaria un regreso a su forma no mutada. En la posicion 593 también se presenté
una sustitucion de A por T (Figura 21). En cuanto a la cepa PMSS1, se encontré una
sustitucion de V en la posicidn 406 por A y en la posicién 593 una sustituciéon de T por A.
Estas dos mutaciones estan relacionadas a la resistencia contra AMX en H. pylori (Figura 19).
En cuanto a la cepa 51932, solamente se encontrd una sustitucion de E por V, pero esta
mutacidn no estd relacionada con la RAM. Por ultimo, en la cepa 43504, no se encontraron

mutaciones relacionadas con resistencia a AMX (Figura 22).
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A) Alineamiento entre secuencias de PBP1A de la cepa 26695
Sequence ID: Query_5478211 Length: 285 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 279 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

556 bits(1432) 0.0  Compositional matrix adjust. 270/279(97%) 274/279(98%) 0/279(0%)
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Query 260 WFIGFTPTLQSVIWFGRDDNTPISKG SIVSAPVYSY 298
Shjct 241 ......ciiiiiiinennennnneesdfTiGViaiaans
B) Alineamiento entre secuencias de PBP1A de la cepa PMSS1
Sequence ID: Query_8058293 Length: 301 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 301 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
600 bits(1548) 0.0 Compositional matrix adjust. 291/301(97%) 295/301(98%) 0/301(0%) i -
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Sbjct 241 avevsodl ST.Avrvernn 30
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Sbjct 301 . 301

Figura 21. Alineamiento entre secuencias PBP1A antes y después de la induccién a RAM in vitro contra AMX
en las cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1.
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A) Alineamiento entre secuencias de PBP1A de la cepa 51932
Sequence ID: Query_4943353 Length: 306 Number of Matches: 1

Range 1: 5 to 297 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
590 bits(1521) 0 0 Compositional matrix adjust. 288/293{98%) 290/293(98%) 0/293(0%)
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B) Alineamiento entre secuencias de PBP1A de la cepa 43504
Sequence ID: Query_462953 Length: 303 Number of Matches: 1
Range 1: 20 to 290 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
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Figura 22. Alineamiento entre secuencias PBP1A antes y después de la induccion a RAM in vitro contra AMX
en las cepas de H. pylori. A) Cepa 51932. B) Cepa 43504.

Para la proteina GyrA, los aminodcidos en la posicidon 87 y 91 son los que estan relacionados
con resistencia a LVX. En las cepas 26695, 51932 y 43504 no se encontraron mutaciones
después de la induccién a RAM con LVX, como se muestra en la Figura 23.

Por el contrario, en el analisis de secuencias del gen gyrB, después de la traduccidn a cadena
de aminoacidos, se encontraron dos mutaciones en las cepas 26695, 51932 y 43504. Estas
mutaciones estan en las posiciones 481y 484 (Figura 24), pero para el caso de la cepa 43503,
estas mutaciones se presentaron desde antes de la induccidn a RAM y se conservaron

después de esta. Estas 2 mutaciones se encuentran en la posicion 481, donde hay una
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sustitucion de un acido aspdrtico por un acido glutdmico (D481E); y en la posicidn 484 existe

la sustitucién de una arginina por una lisina (R484K).

A) Alineamiento entre secuencias de GyrA de la cepa 26695
Sequence ID: Query_5178387 Length: 142 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 142 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
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B) Alineamiento entre secuencia de GyrA de la cepa 51932
Sequence ID: Query_921255 Length: 142 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 140 grgpLics
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C) Alineamiento entre secuencias de GyrA de la cepa 43504
Sequence ID: Query_2659623 Length: 148 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 140 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
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Figura 23. Alineamiento entre secuencias GyrA antes y después de la induccién a RAM in vitro contra LVX en
las cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. C) Cepa 51932. D) Cepa 43504.

53



A) Alineamiento entre secuencias de GyrB de la cepa 26695
Sequence ID: Query_6968131 Length: 148 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 146 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
291 bits(746) 2e-108 Compositional matrix adjust. 142/145(98%) 145/145(100%) 0/145(0%)
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B) Alineamiento entre secuencias de GyrB de la cepa 51932
Sequence ID: Query_5509513 Length: 146 Number of Matches: 1

Range 1: 19t|o 146 Graphics
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C) Alineamiento entre secuencias de GyrB de la cepa 43504
Sequence ID: Query_4064761 Length: 147 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 146 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
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Figura 24. Alineamiento entre secuencias GyrA antes y después de la induccion a RAM in vitro contra LVX en
las cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa 51932. C) Cepa 43504.

En resumen, se puede decir que la cepa PMSS1 contra AMX después de la 2° ronda de
induccidn, ya se considera como cepa resistente, de acuerdo con los datos publicados por
la EUCAST. En un futuro se piensa resembrar por 3 pases en placas de agar Casman
suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrilada sin antibidticos para evaluar si,

eliminando el factor de estrés, en este caso la AMX, las bacterias volverian a su forma
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tradicional de bacilo. Ademas, se analizara si la transicidon a forma cocoide, es la que le
confiere la resistencia, lo cual puede ser demostrado realizando nuevamente la
determinacién de MIC.

En cuanto a las cepas 26695, 51932 y 43504 se indujo la RAM contra LVX, a pesar de que sus
MIC no fueron superiores para considerarse resistentes a este antibiotico. En el caso de la
cepa 26695 la MIC no se modificé después de la induccién a RAM, pero si presentd 2
mutaciones relacionadas con la resistencia a este antibiético. Por lo que también se evaluard
si después de 3 pases en agar Casman suplementado con 5% de sangre de carnero

desfibrilada sin antibiotico, si las mutaciones persisten después de quitar el factor inductor.
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11.DISCUSION

H. pylori es una bacteria que infecta el antro del estdmago y es causante de afecciones
principalmente gastricas, como gastritis y cdncer gastrico, ademas de enfermedades
extragastricas como pancreaticas, neuronales, hepaticas y cardiovasculares. En el afio 2017
se le clasificé como un patdgeno de alta prioridad, debido a su alto porcentaje de resistencia
a los antibidticos incluidos en el tratamiento para su erradicacién. La claritromicina es el
principal antibidtico utilizado en el tratamiento de primera linea contra H. pylori a nivel
mundial, y en México se incluye en el tratamiento estandar conocido como terapia triple,
donde ademds se aplica amoxicilina como segundo antibidtico y omeprazol como IBP.
Reportes publicados por la OMS, a nivel mundial, indican que la resistencia de H. pylori
contra CLR es del 17.2% y para AMX es del 16.2%, las cuales son cifras alarmantes para que
se considere un cambio en el tratamiento contra esta bacteria. Existen varias causas de la
aparicion de RAM en H. pylori, pero la mas estudiada y por la cual ocurren mas fallos en el
tratamiento son por mutaciones en genes que codifican para los blancos de los antibidticos;
por lo que es de suma importancia analizar la evolucion de la aparicion de estas mutaciones
y su relevancia en el desarrollo de la RAM. De manera que, en este trabajo se utilizé un
modelo de induccidn a RAM contra CLR, AMXy LVX para analizar el desarrollo en la aparicién
de mutaciones.

El analisis de las secuencias por medio de alineamiento mostré que las 4 cepas utilizadas
para este estudio (26695, PMSS1, 51932 y 43504) no presentaron mutaciones en el gen 23S
relacionado con la resistencia a CLR. Esto significa que a pesar de que las cepas provienen
en su mayoria de la ATCC y de que han sido sembradas por varios pases, su genoma no
presenta mutaciones en este gen con el paso del tiempo. En cuanto a las mutaciones
encontradas en PBP1A, alo largo de la secuencia amplificada y traducida de las cepas 26695,
PMSS1y 51932, se observaron algunas mutaciones en sitios de interés en RAM y algunas en
otros sitios no relacionados, por lo que al hacer la comparaciéon con las MIC’s iniciales no se
observo resistencia a AMX en dichas cepas antes de realizar la induccién a RAM, lo cual
requiere de mas investigaciones sobre otras mutaciones detectadas y sus repercusiones en

la bacteria. En cuanto a GyrA, no se observaron mutaciones relacionadas con resistencia a
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LVX, ademas, nos percatamos que este gen también se encuentra conservado en las 4 cepas
estudiadas. Para GyrB, no se encontraron mutaciones en las cepas 26695, PMSS1 y 51932.
En cuanto a la cepa 43504, si notamos dos mutaciones en los sitios 481 y 484, D481E y
R484K especificamente, las cuales se han relacionado con resistencia a LVX. A pesar de esto,
esta cepa no mostré dicha resistencia al inicio del estudio.

Ademas, las MIC’s presentadas inicialmente en las 4 cepas se encuentran dentro de los
puntos de corte susceptibles publicados por la EUCAST.

Antes de lainduccidén de RAM, las MIC mostradas contra CLR fueron de 0.015 - 0.031 pg/mL,
no encontrando diferencias significativas entre cepas. Las MIC contra AMX fueron de 0.006
a 0.062 pg/mL, presentando variaciones entre cepas, siendo la mas baja la de la cepa PMSS1
con 0.006 pg/mL y la mas alta la de la cepa 43504 con 0.062 pg/mL. En cuanto a las MIC
contra LVX estas fueron de 0.015 - 0.125 ug/mL, siendo la mas baja para la cepa 43504 y la
mas alta para las cepas 26696 y PMSS1. Estas variaciones pueden deberse a que cada cepa
absorbe el antibidtico de manera diferente, gracias a la presencia de OMP’s o bombas de
eflujo en su membrana, alternando la concentracion bactericida de cada antibidtico (De
Francesco et al.,, 2010). En el caso de la cepa 43504, a pesar de haber presentado 2
mutaciones en GyrB en las posiciones 481 y 484, éstas no generaron cambios en la MIC
contra LVX, al grado de considerarla resistente, por lo que se considera que se requiere de
mutaciones adicionales en la otra subunidad (GyrA) de esta DNA girasa, para que observar
una resistencia fenotipica. Aun asi, la susceptibilidad antes de iniciar el tratamiento nos da
la pauta de que estas cepas no presentan mecanismos activos relacionados con RAM, los
cuales pudieran intervenir con la induccion a la resistencia contra CLR, AMX y LVX. Estos
datos concuerdan con las pocas mutaciones en los 4 genes analizados, por lo que los datos
obtenidos se relacionan, tanto la susceptibilidad fenotipica contra CLR, AMX y LVX, como la
susceptibilidad genotipica.

Durante el proceso de induccion a RAM en las cepas de H. pylori se tuvieron algunos
inconvenientes para obtener un buen crecimiento bacteriano, por lo que se hicieron varios
cambios en el protocolo para lograr una induccidén a RAM satisfactoria. Con estos cambios

reiteramos, que H. pylori es una bacteria que requiere de varios factores para su éptimo
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crecimiento, como son SFB, tanto en medios liquidos como sdlidos, sangre de carnero o
caballo desfibrinada incluida en medios soélidos, los cuales, son el medio ideal de eleccion
para el crecimiento de esta bacteria en tiempos menos prologados (Hortelano et al., 2020).
Pero debido a que los medios sélidos requieren de mayor material y mano de obra, se optd
por usar una metodologia mds accesible en costo y tiempo para llevar a cabo la induccién
in vitro de la RAM, empleando finalmente medio CMH suplementado con SFB al 5%.

Como ya se menciond, después de la 22 ronda de induccidon a RAM con AMX y LVX, hubo
una transicion en la morfologia bacteriana, de una forma bacilar, a una forma de bacilos
cortos y cocos. Esto ya ha sido publicado por varios autores, en particular lerardi, et al.,
describen que esta transicién puede activarse por diversas formas de estrés a la que se
somete la bacteria, como son cambios bruscos de temperatura o pH, incremento en la
tension de oxigeno, disminucién en la concentracion de metabolitos disponibles en el
ambiente, y en el caso relevante para este trabajo, la interaccidn con antibidticos (lerardi et
al., 2020). También mencionan que cuando se produce la forma cocoide, o como ellos la
describen “estado viable pero no cultivable” (VBNC, por sus siglas en ingles), ocurre en la
bacteria un apagén metabdlico, en donde la expresion de ciertos genes, incluidos los
factores de virulencia, estd disminuida; ademas, esta forma de vida coloniza menos el
epitelio gastrico y entra en estado latente, el cual, puede estar relacionado con la reinfeccion
en pacientes que ya han tenido tratamiento de erradicacion. Por si fuera poco, esta forma
VBNC se relaciona con el fracaso en el tratamiento (lerardi et al., 2020). Estudios anteriores
a éste, ya mencionaban que la exposicion prolongada a antibiéticos, como CLR, AMXy MTZ,
en cepas o aislados de H. pylori induce el cambio a formas cocoides, esto después de 68 h
de exposicion. Ademas, concluyeron que la exposicion a antibidticos después de 2 h puede
disminuir la expresién ATP intracelular. Todo esto después de inducir a RAM in vitro usando
igualmente CHM (Sorberg et al., 1998). Este cambio, mas la aparicion de mutaciones en
genes relacionados con la RAM, puede producir un incremento en la MIC inicial hasta de
200 en aislados clinicos de H. pylori (Rosli et al., 2023).

Al finalizar la 22 y Ultima ronda de induccidon a RAM in vitro, si encontramos cambios en las

MIC en algunas cepas, siendo la mas relevante la exhibida por la cepa PMSS1 contra AMX,
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cuya MIC aumentd 80 veces. Este resultado, la posiciona como una cepa resistente a este
antibidtico. Ademas, en un estudio publicado en 2023, donde se trabajo con 20 aislados
clinicos de H. pylori, se indujo RAM contra CLR y solamente el 19% de éstos adquirieron
resistencia, presentando MICs que superaron los 64 ug/mL (Rosli et al., 2023). Este trabajo
concuerda con nuestros resultados, en los que solamente una cepa de las 4 que indujimos
adquirié RAM a un solo antibidtico. Esto puede deberse a diversos factores, como el medio
en el que se mantuvieron, las MIC’s iniciales, las concentraciones de antibidticos en las que
se mantuvieron en estas 2 rondas, asi como los mecanismos que cada cepa pudo desplegar
para impedir que el antibidtico ejerciera su actividad, como puede ser la expresion
diferencial de OMP’s o la produccién de biopelicula. Al respecto, se ha mencionado que la
produccidn de biopelicula es considerada un mecanismo de produccién de RAM
(Kadkhodaei et al., 2020). H. pylori produce biopelicula que le ayuda a sobrevivir a factores
externos del ambiente que coloniza, incluyendo antibidticos (Yonezawa et al., 2015). En
estudios en los que analizan la produccion de biopeliculas después de la exposicidn a
diferentes concentraciones de antibioticos, las bacterias aumentaron su produccién y la MIC
aumento de 10 hasta 100 veces (Yonezawa et al., 2013).

Tomando en cuenta estos trabajos, los cambios en las MIC’s después de la induccion en esta
tesis, pueden deberse a varios factores. La presencia de H. pylori en ambientes hostiles,
puede propiciar un cambio morfoldgico, que le permite sobrevivir y permanecer en un
estado latente; como sucedid con las cepas estudiadas aqui y que al ser tratadas con AMX y
LVX después de la 22 ronda, se produjo una transicién en su ciclo de vida. Este cambio y la
produccion de biopelicula podrian explicar la resistencia a los antibidticos, aunque no se
hayan producido mutaciones en los genes relacionados con la RAM.

De acuerdo con los datos obtenidos en los alineamientos PBP1A, GyrA y GyrB, el tiempo y
la concentracidn en las que se tuvieron las bacterias no indujeron muchas mutaciones como
se esperaba. A pesar de esto, en GyrB se encontraron 2 mutaciones en las cepas 26695 y
51932 con LVX, en los sitios 481 y 484, relacionadas con la resistencia a este antibiético.
Aunque estas cepas no aumentaron sus MIC’s contra LVX para clasificarse como cepas

resistentes, se puede tomar en cuenta que estas posiciones son las primeras que podrian
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estar mutando en H. pyloriy eventualmente desarrollar otras mutaciones en esta subunidad
o en la subunidad GyrA para que muestren un fenotipo resistente (Ziver-Sarp, T. et al., 2021).
Es bien sabido que en bacterias Gram negativas es mas complicado analizar la resistencia a
antibiéticos, a diferencia de las bacterias Gram positivas. La diferencia consiste en la
conformacién de sus membranas; las Gram positivas posen solamente una membra
citoplasmatica seguida de una gruesa pared de peptidoglicano, en cambio, las Gram
negativas tienen una membrana interna, seguida de una delgada capa de peptidoglicano y
una membrana externa que conecta al espacio extracelular (Liston & Willis, 2021).

La presencia de dos membranas y sus diferentes componentes, complica la entrada de los
antibioticos para que puedan llegar hasta su blanco y producir su efecto bactericida (Li, X.,
& Smith, A., 2019). Uno de estos componentes es el LPS, el cual estd expuesto al ambiente
extracelular y relacionado con la interaccién de la bacteria con células del sistema inmune
del huésped y la presencia de antibidticos.

En el caso de las bacterias Gram negativas, modifican la composicién del LPS para evadir al
sistema inmune y producir resistencia a antibidticos. Estos dos mecanismos conducen a el
establecimiento de una infeccién crénica (Maldonado et al., 2016).

Aunado a esto, se ha estudiado sobre la RAM en H. pyloriy la transiciéon a forma cocoide en
ambientes hostiles, enfocados en los cambios en acidos grasos y colesterol de su membrana.
Como se ha informado en investigaciones anteriores, el LPS de H. pylori es diferente al de
otras bacterias Gram negativas. La principal modificacidon esta presente en el Lipido A, el
cual solamente pose un grupo fosfato en el C-1, siendo lo usual que haya dos, en el C-1y C-
4. Esto se relaciona con un menor reconocimiento de esta endotoxina por células inmunes
del huésped (Gaddy et al., 2015). Estos cambios se han relacionado con la forma cocoide
en esta bacteria debido a que un aumento de componentes de la membrana externa,
principalmente LPS, le confieren mayor rigidez, aumenta su hidrofobicidad, lo que conlleva
a morfologia cocoide. En consecuencia, la entrada de antibiéticos al interior de la bacteria
se limita, propiciando a la aparicion de mutaciones en genes relacionados con RAM en H.

pylori (Kadkhodaei et al., 2020).

60



Teniendo en cuenta esto y los resultados obtenidos, se requiere hacer investigaciones
enfocadas en la transicion de la tipica forma bacilar de H. pylori, a la forma cocoide, los
mecanismo que promueven este fendmeno y la aparicidon de resistencia, ya sea por la
carente entrada de antibidticos, la produccidon aumentada de biopelicula, Ia disminucién en
la expresion de genes, la aparicion de mutaciones en los genes 23S, pbp1A, gyrA y gyrB, que
se relacionan con resistencia a los principales antibiéticos para la erradicaciéon de esta
bacteria (CLR, AMX y LVX). Y consolidar estos datos para correlacionar en la infeccidn, fallo

en el tratamiento y reinfeccién.

12. CONCLUSIONES

Las cepas 26695, PMSS1, 51932 y 43504 de H. pylori no mostraron mutaciones
significativas en los genes 23S, pbpla, gyrA y gyrB relacionados con la resistencia a los
antibidticos CLR, AMXy LVX.

Las MIC’s contra CLR, AMX vy LVX de las 4 cepas analizadas de H. pylori, estuvieron dentro
del rango para clasificarse como susceptibles a dichos antibidticos, lo que concuerda con
el analisis de mutaciones de los genes involucrados.

La induccién in vitro de RAM contra AMX y LVX indujo en las 4 cepas de H. pylori un
cambio en su morfologia, de la tipica forma bacilar, a una reduccion en la longitud de los
bacilos y un cambio a su forma de vida cocoide.

El tratamiento con AMX y LVX después de 2 rondas, no incrementd la MIC en las cepas
26695, 51932 y 43504. En tanto que la MIC contra AMX aumentd hasta 80 veces en la
cepa PMSS1, por lo que ya se clasifica como cepa resistente.

El andlisis de mutaciones después de la induccion in vitro de la RAM contra AMX y LVX
reveld la aparicion de mutaciones en GyrB en las cepas 26695 y 51932, pero no se asocid
con un incremento de la MIC, por lo que se sugiere profundizar en el analisis de otras
mutaciones para entender el desarrollo de la resistencia contra estos antibiéticos.

La generacion in vitro de cepas de H. pylori resistentes a antibiéticos empleados para su

tratamiento y/o erradicacion, permitira entender los mecanismos moleculares utilizados
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por esta bacteria para invadir y colonizar diferentes nichos en el cuerpo humano, asi

como su relacién con las enfermedades con las que se le ha asociado.
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13. PERSPECTIVAS

Mejorar el protocolo de induccidn in vitro a RAM contra CLR, AMX y LVX, evitando la
transformacién a formas cocoides en el mayor nimero de rondas.

Estudiar otros mecanismos que puedan estar involucrados con el aumento en la MIC,
como bombas de eflujo u OMP’s, asi como la produccién de biopelicula.

Llevar a cabo un andlisis de transcriptémica en busqueda de genes que modifiquen
su expresion con el tratamiento de los antibidéticos y que contribuyan a la

supervivencia de la bacteria.
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