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1. LISTA DE ABREVIATURAS 

L: microlitros 

m: micrometros 
AGS: Adenocarcinome Gastric Stomach 
AMH: agar Müeller Hilton 
ATCC: American Type Culture Collection 
cag PAI: isla de patogenicidad cag 
CagA: citotoxina asociada al gen A 
CIIC: Centro Internacional de Investigaciones sobre Cáncer 
CO2: dióxido de carbono 
DM: Diabetes mellitus 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
ERK: quinasa reguladora de señal extracelular 
FAK: quinasa de adhesión 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 
NH4: amoniáco 
OipA: proteína inflamatoria externa A 
OMPs: proteínas de membrana externa 
pb: pares de bases 
PBP: proteínas de unión a penicilinas 
PBS: buffer fosfato salino 
pH: potencial de Hidrógeno 
RET: resistencia eléctrica transepitelial 
RNAr: Ácido ribonucleico ribosomal 
rpm: revoluciones por minuto 
seg: segundos  
T4SS: sistema de secreción tipo 4 
TIN: tinidazol 
UEs: uniones estrechas 
VacA: citocina vacuolizante A 
Wnt-β: sitio de integración relacionado con Wingless beta  
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2. RESUMEN 

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa caracterizada por infectar el estómago y 

causar gastritis crónica, úlcera péptica y cáncer gástrico; además de estar relacionada con el 

desarrollo de enfermedades extragástricas. En los últimos años, H. pylori ha sido 

considerado por la OMS como un patógeno de relevancia mundial, debido a su elevada 

prevalencia (50% en la población adulta) y a su alto índice de resistencia a antimicrobianos 

(RAM). En consecuencia, esto podría incrementar la virulencia de H. pylori, así como la 

incidencia de las afecciones relacionadas con la infección. Por lo tanto, el objetivo de este 

trabajo es inducir resistencia en diferentes cepas de H. pylori contra antibióticos usados en 

el tratamiento de primera línea y de rescate. Los antibióticos empleados en este trabajo 

fueron claritromicina (CLR), amoxicilina (AMX) y levofloxacino (LVX), a diferentes sub-

concentraciones mínimas inhibitorias (MIC), en 4 cepas de H. pylori (26695, PMSS1, 51932 

y 43504). La RAM se evaluó por medio del método de dilución en agar, encontrando que las 

MIC´s fueron 15-31, 6-62 y 15-125 ng/mL para CLR, AMX y LVX, respectivamente. 

Adicionalmente, se identificaron los genes 23s, pbp1a, gyrA y gyrB relacionados con la RAM. 

A través de ensayos de PCR y de secuenciación empleando el método de Sanger, se 

determinó que solo los genes pbp1a y gyrB presentaron mutaciones, lo que explicaría la 

resistencia a AMX y LVX, respectivamente. El siguiente paso será evaluar la virulencia de 

estas cepas bacterianas resistentes sobre diferentes tipos epiteliales, así como su 

participación durante el desarrollo de enfermedades gástricas y extragástricas.  
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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, pbp1a, 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 pbp1a 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. 
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4. INTRODUCCIÓN  

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 µm de largo, 

cuenta con 4 a 8 flagelos unipolares, es microaerofílica 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 varían en la expresión de ciertas proteínas, 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 estómago y está relacionada con el desarrollo de afecciones gástricas, de las que 

destacan gastritis crónica, úlcera péptica, úlcera duodenal, linfoma tipo MALT y cáncer 

gástrico (Warren JB, Marshall B, 1983) (De Brito et al., 2019).  

La transmisión de esta bacteria se lleva a cabo por vía fecal-oral, oral-oral o por el consumo 

de alimentos o agua contaminada, aunque algunas de estas vías aún se encuentran en 

debate (Burucoa & Axon, 2017). H. pylori puede adquirirse desde la niñez, y existe una 

controversia entre considerarla como parte de la microbiota gastrointestinal o como un 

agente patógeno en ciertas circunstancias, como la disbiosis o consumo de dieta alta en 

grasas y azúcares  (Kübeck et al., 2016). Por otro lado, se ha sugerido que esta bacteria es 

un mejor indicador de migración y cambios evolutivos, que el DNA mitocondrial (Breurec, S 

et al., 2011). En el 2017, H. pylori fue considerada como un patógeno de alta prioridad a 

nivel mundial por la Organización Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), y en 

el IV Consenso Mexicano sobre H. pylori del 2018 se clasificó como carcinógeno clase I por 

el Centro Internacional de Investigaciones sobre Cáncer (CIIC) (Bosques-Padilla et al., 2018). 

Además, esta bacteria tiene una amplia distribución, alta prevalencia, se relaciona con el 

desarrollo de diversas enfermedades gástricas y extragástricas y, por si fuera poco, en el año 

2018 la WHO reportó que los aislados clínicos de H. pylori muestran una alta resistencia a 
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claritromicina, antibiótico utilizado como tratamiento de primera línea para su erradicación 

(WHO, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. H. pylori vista al microscopio. Frotis teñido con Gram observado en microscopio óptico a 
100x. Se logra apreciar la morfología típica de bacilo Gram negativo curvo de esta bacteria 
(Reshetnyak, 2017). 

 

 

4.1.2 Epidemiología  

H. pylori se encuentra ampliamente distribuida por el mundo. Datos publicados por 

Organización Mundial Gastroenterología (WGO por sus siglas en inglés), mencionan que 

aproximadamente el 50 % de la población adulta está infectada con H. pylori a nivel mundial, 

pero en los países en desarrollo la prevalencia llega a incrementar de 63% al 94%, de los 

cuales México está incluido con más del 70% de infección en la población adulta (Hooi et 

al., 2017). La diferencia en la prevalencia alrededor del mundo puede deberse a diversos 

factores; entre los más importantes está el nivel socioeconómico, el desarrollo del país y las 

condiciones sanitaria de la población (Sgouras et al., 2015). Además de estos, otro factor 

importante a incluir es la edad, ya que se ha observado que la mayoría de los infectados por 

H. pylori la adquirieron entre el nacimiento y la infancia, dependiendo claro, de las 

condiciones socioeconómicas de cada individuo (Yuan C. et al., 2022).   
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4.1.3 Factores de virulencia  

H. pylori cuenta con diversos factores de virulencia que le ayudan a invadir la mucosa 

gástrica y contribuyen con su supervivencia en este nicho. Estos factores están implicados 

en los procesos de adaptación, colonización e invasión de la mucosa gástrica (Ansari & 

Yamaoka, 2019) (Fig. 2). 

 

Figura 2. Factores de virulencia de H. pylori. Esta bacteria secreta varios factores de virulencia que 
le ayudan a sobrevivir en el ambiente ácido del estómago y también contribuyen en el daño a la 
barrera epitelial gástrica (Mendoza MJ., 2022, tesis de Maestría). 

 

Durante el proceso de adaptación al medio, la bacteria produce una enzima llamada ureasa, 

cuya actividad es hidrolizar la urea presente en el medio ácido del estómago, en NH4, y CO2. 

Con esto, se incrementa el pH del medio alrededor de ella, hasta neutralizarlo. Este cambio 

puede alterar las propiedades de la mucosa del epitelio gástrico (Rutherford J. 2014). 

Además, debido a la presencia de flagelos unipolares, la bacteria puede moverse fácilmente 

entre la mucosa gástrica, que va degradando, hasta llegar a las células epiteliales.  

En el caso de la adhesión celular, H. pylori cuenta con diversas OMPs; entre ellas se incluyen 

lipoproteínas, porinas, proteínas de bombas de eflujo y adhesinas (Xu et al., 2020). Dentro 

de las adhesinas de mayor relevancia y más estudiadas se encuentran BabA que se une al 

antígeno sanguíneo de Lewisb (Leb), SabA que se une a los antígenos LeX y Ley, SabB y OipA, 

cuyo receptor aún no ha sido descubierto, pero en los últimos años se ha destacado su 

relación con el desarrollo de cáncer gástrico y úlceras duodenales (Xu et al., 2020). SabA o 

proteína de unión a acido siálico, se ha encontrado en algunas cepas de H. pylori y puede 
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estar en un estado encendido o apagado dependiendo del pH gástrico, lo que confiriere a la 

bacteria una mejor adaptación al medio (Benktander et al., 2018). OipA se ha descrito en 

cepas que expresan la citotoxina CagA, modulando positivamente la infección, aunque no 

se ha relacionado con otros factores de virulencia bacterianos. OipA es llamada proteína de 

inflamación externa, ya que induce la secreción de IL-8 (interleucina 8), provocando una 

mayor infiltración de neutrófilos en la zona colonizada, aumentando la inflamación y 

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 gástricas AGS, con un incremento en el desarrollo de cáncer gástrico; mientras que 

cepas negativas a OipA se describen como menos virulentas (Al-Maleki et al., 2017). En otro 

estudio se observó que esta proteína es importante en el rearreglo del citoesqueleto celular, 

por medio de la activación de la cinasa de adhesión focal (FAK), quien a su vez está 

relacionada con la aparición 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 más importante se encuentra CagA y el 

sistema de secreción tipo 4 (T4SS, por sus siglas en inglés) encargado de translocar a esta 

proteína al interior de las células. Para la formación correcta del T4SS intacto y funcional, se 

requiere de la expresión en simultáneo de 17 genes; además, varios de sus componentes 

están relacionados con el aumento de la secreción de IL-8 por parte del hospedero (Sánchez-

Zauco et al., 2013).  

La proteína CagA está relacionada con cepas más virulentas. Tiene un peso molecular de 

125 kDa a 145 kDa y es conocida como una proteína inmunodominante. CagA tiene 

integrado una secuencia de aminoácidos en su extremo C-terminal conocidos como motivos 

EPIYA (ácido glutámico, prolina, isoleucina, tirosina y alanina, respectivamente), los cuales 

determinan su actividad proteica. Esta secuencia sufre de fosforilación en residuos de 

tirosina (Y) por diferentes cinasas que posee la célula gástrica. CagA fosforilada puede 

interactuar con Grb2 o SHP2, lo cual se ha relacionado con una disminución en la adhesión 

y proliferación celular, en la activación de vías como Wnt-β o Ras-ERK, induciendo cambios 
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en la morfología de las células gástricas, descritos como fenotipo colibrí. Estas vías de 

señalización también están vinculadas con el desarrollo de tumorogénesis en el estómago 

(Da Costa et al., 2015).  

La proteína VacA o citotoxina vacuolizante A, secretada también por la bacteria, tiene como 

función primordial formar poros en las membranas de las células que infecta, además de 

inducir la liberación 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: señal (s), media (m) e intermedia (i), cuyos cambios modifican su actividad 

vacuolizante o de adhesión celular. Por ejemplo, en cepas como la 26695 y PMSS1 que 

tienen la variable s1m1, se observa una mayor actividad vacuolizante, en comparación con 

la cepa 51932 que expresa la variable s2m2 (Ansari & Yamaoka, 2019). Un estudio in vitro 

usando células AGS, mostró que VacA podría estar induciendo estrés en el retículo 

endoplásmico, activando así la autofagia y aumentando la muerte celular (Zhu et al., 2017). 

La proteína HtrA de H. pylori tiene la función de neutralizar los efectos del estrés oxidativo 

y térmico que se generan al momento de la colonización del antro y cuerpo del estómago, 

ya que, al oligomerizarse o sufrir cambios conformacionales, HtrA puede tener actividad de 

serin-proteasa. Esta proteína 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 estómago (Wessler et al., 2017).  

 

4.2 Colonización de H. pylori 

H. pylori puede establecerse en diferentes regiones del estómago, principalmente en el 

antro y el cuerpo, donde utiliza diferentes factores de virulencia para colonizar, generando 

una infección permanente asintomática o sintomática que conlleva al cambio morfológico 

celular de los epitelios, ya mencionado.  
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4.2.1 Gástrica 

Una vez que H. pylori llega al epitelio gástrico, 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 gástrico, requiere la constante secreción de ureasa para 

mantener neutralizado el pH del estómago (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 gástrico. Con la alteración de las UEs, sus 

componentes también sufren cambios. Por ejemplo, claudina y ZO-1 se modifican, de una 

localización periférica en la membrana a una localización citoplasmática, así como 

aumentando su expresión durante la infección 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 característica 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 morfológicos, como el redondeamiento de éstas (Caron et al., 2015).  

La infección de H. pylori en células gástricas, además de aumentar la permeabilidad 

paracelular y la RET, también aumenta la expresión de citocinas proinflamatorias, como IL-

6, IL-8, IL-1β, IL-10, IFN-γ y TNF-α, lo que conduce a un ambiente inflamatorio, que, 

dependiendo del tiempo de la infección, genera algunas de las afecciones mencionadas 

(Fiorentino et al., 2013). La infección también propicia infiltrado de neutrófilos, quienes, 

para atacar a la bacteria y detener la infección, secretan citocinas que aumentan aún más el 

estado inflamatorio, incrementando el riesgo de desarrollo de úlcera péptida y/o duodenal, 

gastritis crónica y cáncer gástrico (Sánchez-Zauco et al., 2013).  

 

4.2.2 Pancreática 

Uno de los órganos que puede llegar a infectar H. pylori, fuera del tracto gastrointestinal, es 

el páncreas. Al igual que en el estómago, el daño puede ser provocado por la constante 

inflamación causada por la propia infección, o debido a la expresión de citocinas 
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proinflamatorias y a la infiltración de neutrófilos en la región infectada, desarrollándose 

afecciones pancreáticas, como DM, pancreatitis y cáncer pancreático. Los factores de 

virulencia, principalmente CagA, que es conocida como una proteína carcinogénica, tienen 

la capacidad de reprogramar la proliferación celular e inducir una transición epitelio-

mesénquima (MET), la cual, se relaciona con el desarrollo de cáncer, en este caso 

pancreático (Elizabeth MA et al., 2015).  

Además, existe la hipótesis de que la bacteria o las vesículas 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 circulación y llegar a colonizar o dañar otros tejidos, debido a su 

capacidad de romper las UEs y activar en las células vías de señalización que desregulen la 

proliferación y secreción de insulina (Elizabeth MA et al., 2015).  

Por otra parte, se ha relacionado la infección por H. pylori con pancreatitis aguda. Esta 

infección es una respuesta inflamatoria no regulada del páncreas, que puede ser causada 

por diversos factores, y uno de ellos podría ser la infección por esta bacteria (Chen et al., 

2022). 

Otra afección con la que se ha relacionado la infección de H. pylori es con el cáncer 

pancreático. Se teoriza que el incremento de gastrina y somatostatina provocado por la 

infección de esta bacteria también aumenta la liberación de secretina en el páncreas, lo que 

induce la síntesis de DNA e inflamación, conduciendo a un proceso de carcinogénesis, por 

activación de la vía NF-κB y el aumento en la secreción 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 estómago, por un tiempo 

determinado, provoca el desarrollo de ciertas complicaciones en esta región, causando 

principalmente inflamación crónica, incrementada por la respuesta inmune del hospedero, 

hasta el desarrollo de afecciones como gastritis crónica, úlcera péptica, hasta algunas más 

graves como cáncer gástrico (Ansari & Yamaoka, 2017).   
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4.3.1 Afecciones gástricas 

Como ya se mencionó, las afecciones gástricas 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 duración 

de la infección (FitzGerald & Smith 2021). 

La gastritis es la más común, de la cual, el 100% de los infectados por H. pylori llegarán a 

desarrollarla. De ahí sigue la gastritis crónica, presentada aproximadamente en el 15 a 20% 

de las personas infectadas. Ésta se caracteriza por el aumento en la acidez del estómago, 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 úlceras gástricas péptidas y 

duodenales reportadas a nivel mundial, son causadas por H. pylori, pero la aparición de 

éstas puede llevar años. El riesgo aumenta en infecciones recurrentes y con tratamientos 

fallidos, pero disminuye con el diagnóstico oportuno y erradicación exitosa (Amieva & Peek, 

2016). 

H. pylori es el factor más importante para la aparición de cáncer gástrico a nivel mundial, 

pues se estima que es causante del 75% de este tipo de cáncer. Esto se debe principalmente 

a la proteína 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 infección, 

aumentando así su proliferación (Da Costa et al., 2015).   

 

4.3.2 Afecciones extragástricas  

En los últimos años de investigación sobre la infección provocada por esta bacteria, se le ha 

relacionado con diversos padecimientos fuera del tracto gastrointestinal. Entre estos se 

pueden mencionar afecciones neuronales (como esclerosis múltiple, Parkinson y 

Alzheimer), cardiovasculares (como hipertensión, aterosclerosis e infarto al miocardio), 

dermatológicas (p. ej. rosácea o psoriasis), hepáticas (como cirrosis, carcinoma 

hepatocelular y encefalopatía hepática) y pancreáticas (como diabetes mellitus y cáncer 

pancreático) (Elizabeth MA et al., 2015; Kunovsky et al., 2021). En la Figura 3 se encuentran 

enlistadas las afecciones extragástricas 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 óptimo 

para su erradicación, por lo cual, existe una amplia diversidad de métodos para su 

eliminación (Hu et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Afecciones extragástricas relacionadas con la infección de H. pylori (He, J. et al. 2022) (Modificada). 

 

 

4.4.1 Tipos 

Los tipos de tratamiento pueden clasificarse de primer o segunda línea. La primera hace 

referencia a aquel primer tratamiento que se le prescribe a un paciente al ser diagnosticado 

con infección por H. pylori. Después del primer tratamiento fallido, confirmado mediante 

pruebas de laboratorio, se prescribe un siguiente tratamiento, el cual se llama de segunda 

línea (Gisbert, 2020).  
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El principal tratamiento es el conocido como terapia triple, el cual incluye 2 antibióticos 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 días y es considerado como el estándar de oro para la erradicación de H. pylori. Esta 

terapia se considera empírica y puede modificarse dependiendo de la región y el porcentaje 

de resistencia a antibióticos reportado >15% (Hu et al., 2020). Cuando el tratamiento con 

CLR como primera opción 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 erradicación de H. pylori con los tratamientos 

convencionales, se propuso la formulación de tratamientos alternativos, como la terapia 

secuencial, la cuádruple, la concomitante y la híbrida (Kasahun et al., 2020a). La terapia 

secuencial consiste en administrar el tratamiento durante 10 días, dividido en 2 fases. En la 

primera fase de 5 días se administra MTZ 20 mg y AMX 1 g, ambos cada 12 h. En la segunda 

fase, por los otros 5 días, igualmente MTZ 20 g, pero el cambio reside en el antibiótico, 

aumentando a dos dosis: CLR 500 mg y tinidazol (TIN) 500 mg, ambos cada 12 h. Esta 

estrategia ha tenido un buen porcentaje de erradicación desde un 74% hasta 93%, 

dependiendo de la región y la resistencia a CLR reportada (Zullo et al., 2007).   

La terapia cuádruple es similar a la terapia triple, pero se le ha añadido otro antibiótico, 

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 modificación, basada igualmente en la terapia estándar, pues se le añade 

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 gástrica del ácido estomacal. La desventaja de esta terapia es su alto costo y la 

aparición de efectos secundarios mayores a los esperados con la terapia estándar: como 

nauseas, diarrea, dolor estomacal y abdominal, vómito, dolor de cabeza, alergia, coloración 

amarillenta en la piel, aparición de moretones y en casos extremos brotes psicóticos 

reversibles.  (Poonyam et al., 2019).  
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La terapia concomitante es parecida a la terapia cuádruple. En ésta se administran 3 

antibióticos 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 días, 

pero estudios comparativos encontraron que el mayor porcentaje de erradicación se ve a 

los 10-14 días (Wang et al., 2018). Los antibióticos 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 aparición de más efectos secundarios(similares a 

los del tratamiento con bismuto), en comparación con la terapia secuencial (Kim et al., 

2014).  

La terapia híbrida consiste en la combinación de la terapia dual que incluye CLR 500 mg y 

AMX 1 g por 7 días, incorporando la terapia cuádruple sin subsalicilato de bismuto por los 

siguientes 7 días. Todos los medicamentos se ingieren 2 veces al día. Se han realizado 

algunas modificaciones en este esquema, en las que se incluyen el aumento en la dosis del 

IBP al doble del estándar, e incrementando la frecuencia en la administración del 

metronidazol tres veces al día. También se ha disminuido la duración de este tratamiento a 

10 días, quedando la combinación dividida en 5 días; evitando así, la aparición de efectos 

secundarios. Estudios publicados en los que se ha evaluado la eficacia de este tipo de 

terapia, han reportado una tasa de erradicación 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 antibióticos. Para ellos, la 

terapia de primera línea quedaría 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 erradicación 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 acción 

La CLR es un antibiótico perteneciente al grupo de los macrólidos y es derivado de la 

eritromicina. Se ha empleado como base en el tratamiento de primera línea para H. pylori 

debido a su fácil difusión en la mucosa gástrica y por tener una concentración mínima 
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inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés) baja. El blanco en la bacteria de este antibiótico es 

la subunidad ribosomal 50S por lo que su actividad bactericida reside en la inhibición de la 

síntesis de proteínas (Lee et al., 2022). Su mecanismo de acción 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 unión provoca cambios en su estructura y por consiguiente la 

separación del complejo peptidil transferasa-RNAt, complicando el alargamiento de la 

cadena peptídica saliente. La CLR es sensible a los ácidos del estómago, lo que produce su 

rápida degradación. Para solucionar este problema, se receta de manera dual, junto con un 

IBP, para conseguir concentraciones luminales gástricas óptimas y producir su efecto 

bactericida (Marques et al., 2020).  

El IBP más recetado es el omeprazol, el cual puede incrementar el pH gástrico a 6.0 por 

aproximadamente 156 minutos, tiempo suficiente para que la CLR no se degrade y alcance 

la mucosa gástrica, se difunda en las células del epitelio gástrico y llegue a las bacterias 

(Serebrova et al., 2022). Los IBP suelen activarse y generar una protonación secuencial de 

los anillos de pirimidinas y benzimidazol a diferentes pH. Pero a un pH muy ácido como en 

las condiciones del estómago, éste llega a degradarse y no alcanza las canículas de las células 

parietales. Por lo que, al momento de su fabricación, 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 y 

GyrB) y la topoisomerasa IV, las cuales se encargan del superenrollamiento y relajación del 

DNA. Su mecanismo de acción se basa en la unión a estas proteínas y resulta en la inhibición 

de la replicación 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 proteína (parC y parE) 

(Tomb et al., 1997).  

La AMX es uno de los antibióticos principales en la terapia estándar de primera línea contra 

H. pylori. Es un antibiótico ß-lactámico, el cual se une en las bacterias, a las proteínas de 

unión a penicilinas (PBP, por sus siglas en inglés) que están involucradas en la síntesis 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 acción es el bloqueo en la síntesis 

de peptidoglicanos e induce la autolisis bacteriana. Las bacterias Gram negativas, como H. 

pylori, presentan una membrana externa de proteínas y lípidos asi como una capa fina de 

peptidoglicanos, separadas ambas por un espacio periplásmico (Suárez & Gudiol, 2009). Los 

peptidoglicanos están formados por repetidos de N-acetilmurámico y N-acetil-glucosamina, 

los cuales son sintetizados en el citoplasma y llegan hasta el espacio periplásmico, donde la 

transpeptidasa los convierte de pentapéptidos a tetrapéptidos y los une en cadenas para 

formar así la pared bacteriana (Taylor et al., 2021). Los betalactámicos están formados por 

un anillo betalactámico, cuya estructura es similar a la de la transpeptidasa, por lo que, al 

unirse la AMX a la transpeptidasa, no permite el último paso de la síntesis 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 está activa la síntesis de la pared bacteriana. Esta desregulación en la síntesis 

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 infección por H. pylori. Este fármaco requiere la reducción del 

grupo nitro para su activación, llevada a cabo por la enzima NADH nitrorreductasa, por lo 

que es llamado un profármaco. Esta reducción produce compuestos citotóxicos que van a 

causar daño en el DNA, como ruptura de la cadena, desestabilización de la doble hélice y 

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

 

4.3. Tratamiento en México  

Como lo mencionan las diversas guías para el diagnóstico y tratamiento para la infección por 

H. pylori, el esquema de tratamiento para esta bacteria cambia dependiendo de la región. 

Esto se debe a que el uso de antibióticos para cada país está regulado de manera diferente, 

además, la resistencia hacia los antibióticos varía en cada localidad (Zhang, 2015). Todo esto 

modifica el tratamiento empírico contra la infección de H. pylori. En México, el tratamiento 

de primera línea es el tratamiento triple estándar, basado en un IBP, usualmente omeprazol, 
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CLR 500 mg y AMX 1 g. En nuestro país, 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 más alta a nivel mundial (Bosques-Padilla et al., 2018). 

Aunque no existen muchos reportes sobre la resistencia a los demás medicamentos, si se 

han publicado cifras de resistencia a CLR que oscilan entre el 4% y el 25% en algunas zonas 

del país, lo cual ya es alarmante, por lo que se ha optado por tratamientos alternativos 

(Alarcón-Millán et al., 2016). Dentro de estas alternativas está el tratamiento con LVX, 

azitromicina y un IBP. Se ha reportado que el LVX administrado durante 10 días, muestra 

porcentajes de erradicación 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 

acción de los RAM. Por su parte H. pylori, ha desarrollado estrategias para evadir 

mecanismos bactericidas de los antibióticos administrados para su eliminación  (Savoldi et 

al., 2018). 

La RAM puede clasificarse como natural y adquirida. La RAM natural o intrínseca surge de 

forma natural e independiente a la exposición de los antimicrobianos y se comparte 

universalmente entre especies. Esta puede producirse por la presencia de proteínas en la 

membrana que evitar la entrada del antimicrobiano al microorganismo, o promueven la 

expulsión de este, disminuyendo su concentración citoplasmática, 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 proteínas que hidrolizan o inactivan 

el antibiótico, como es el caso de las betalactamasas que degradan a las penicilinas.   

La RAM adquirida o extrínseca se produce una vez que el microorganismo ya ha tenido 

contacto con el antibiótico. Este tipo de RAM puede generarse por el uso prolongado de 

antibióticos o mal uso de éstos. Cuando se da una dosis poco efectiva para la erradicación 

de una bacteria, ésta va generando tolerancia hacia el mismo, por lo que, en poco tiempo 
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provocara RAM en la bacteria. Por otro lado, la exposición repetida a los antibióticos, 

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 plásmidos con la información para 

producir la RAM. H. pylori al ser una bacteria que coloniza la mucosa gástrica, está en mutuo 

contacto con bacterias de la microbiota gastrointestinal, las cuales pueden transferirle genes 

de resistencia a antibióticos por este medio de mecanismos como transformación, 

conjugación y transducción (McInnes et al., 2020).   

Estudios donde se evaluó 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 aparición de mutaciones en los 

diferentes blancos de los antibióticos usados para su erradicación, disminuyendo su afinidad 

a ellos (Kuo et al., 2017). En menor medida, la bacteria activa bombas de eflujo que expulsan 

el antibiótico del citoplasma, y con esto no se alcanza su MIC, disminuyendo su eficacia. Un 

último mecanismo, que se ha estudiado muy poco es la generación de biopelícula por parte 

de H. pylori, la cual le confiere protección contra los antibióticos y contra las acciones del 

sistema inmune del huésped (Yonezawa et al., 2015a). La tasa de resistencia primaria al 

tratamiento de primera línea 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 más alto, mediante la prueba fenotípica de susceptibilidad, han sido en la 

posición 2142 y 2143, representando alrededor del 80% de resistencia contra este 
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antibiótico (Mitui et al., 2014). Se han encontrado otras mutaciones en diferentes posiciones 

en este gen, pero no se han relacionada con la resistencia fenotípica 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 antibiótico fue de 11.1%, 27.6%, 29.3% y 17.2% respectivamente, y estas 

cifras aumentaron en años recientes (Zhang, 2015).  La sensibilidad de H. pylori a CLR 

también se ve afectada por las proteínas de la membrana externa, como HopT (BabB), HofC 

y OMP31, las cuales están 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 antibiótico se presenta por mutaciones en los genes 

que codifican para las PBP, siendo el de mayor importancia pbp1A. Las mutaciones más 

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 acción al no inhibir la síntesis de peptidoglIcanos, lo que evita 

su acción 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 antibiótico. El metronidazol viene en una forma inactiva, y para 

activarlo, debe reducirse. Esta acción la realiza la enzima NADH nitrorreductasa. En H. pylori, 

los genes que codifican para esta enzima son rdxA (nitrorreductasa insensible al oxígeno) y 

frxA (flavin oxidasa reductasa). Las mutaciones en el gen rdxA pueden generar cambio del 

marco de lectura o producir una proteína trunca (Lee et al., 2018).  

El MTZ fue el primer medicamento recetado contra la infección por H. pylori. En diversos 

países, el uso de este antibiótico es regulado, como en Japón, por lo que su tasa de 

resistencia es menor. Pero en países de Latinoamérica, en los que no existe esta regulación, 

la tasa de resistencia si es elevada (Chisholm & Owen, 2003). 
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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). 
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Para analizar la resistencia a MTZ se ha usado la detección de mutaciones en los genes ya 

mencionados, pero éstas no predicen completamente la resistencia en la bacteria. Además, 

el mecanismo de acción del MTZ y de la resistencia en H. pylori no se ha estudiado a fondo, 

por lo que requiere más investigación 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 están en la posición 87, el cambio de N 

(asparagina) por L (leucina), I (isoleucina), A(alanina) o K (lisina); y en la posición 91, el 

cambio de D (Ac. aspártico) por Y (tirosina), N (asparagina) o G ( glicina). En el gyrB las 

mutaciones se dan en la posición 463, el cambio E (Ac. glutámico) por K o G; en la posición 

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 N y 484 R por K (Lee et al., 2011). Aunque no hay 

muchos reportes sobre la resistencia a este antibiótico, algunas publicaciones han mostrado 

altos porcentajes de resistencia. Por ejemplo, Japón mostró 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 país, varios reportes epidemiológicos han mostrado que la RAM de H. 

pylori a los diferentes antibióticos es elevada. En América, los análisis revelaron que hay un 

77% de erradicación para el tratamiento de primera línea con CLR y un 80% para el 

tratamiento de segunda línea 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 línea, una 

basada en azitromicina y otra en CLR, se encontró una tasa de resistencia a CLR del 28.2% 

(L. Ladrón-de-Guevara et al., 2019). Según las guías clínicas para el diagnóstico 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 

macrólidos en la población mexicana. Usualmente se había recetado como tratamiento de 

primera línea CLR, AMX y MTZ, pero debido a la elevada resistencia a este último, de 60% 

en adultos mexicanos, se ha suspendido su uso en el tratamiento para la infección de H. 

pylori (Torres et al., 2001). La resistencia a LVX en nuestro país aún no ha alcanzado cifras 

alarmantes, por lo que se puede usar como tratamiento efectivo para erradicar la infección 

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 detección de RAM en H. pylori  

Existen diferentes métodos para la determinación de la resistencia en los microorganismos, 

tanto fenotípicos como moleculares. Los más usados han sido los métodos fenotípicos, 

como dilución en agar, difusión en disco, microdilución seriada y prueba de E combinada. 

Estos se basan en el crecimiento de una bacteria expuesta al antibiótico en diluciones 

crecientes. Las bacterias son sembradas en medio liquido o sólido y los antibióticos 

dispuestos en discos o en diversas diluciones incluidos en el medio (Medakina et al., 2023). 

Los métodos genotípicos se basan en la amplificación y secuenciación de genes y en la 

búsqueda de mutaciones que se relacionen con la resistencia a antimicrobianos 

(Miftahussurur et al., 2020).  

En el caso de H. pylori, el método considerado como estándar de oro para la detección de 

RAM es el método de dilución en agar. Esto se debe a que la bacteria es de crecimiento 

lento, por lo que el uso de sensidiscos con antibiótico no es un método factible. El método 

de dilución en agar se realiza preparando agar Müeller Hilton (AMH), suplementado con 

sangre de carnero desfibrilada al 5-7% con diferentes concentraciones del antibiótico a 

analizar. La inhibición del crecimiento bacteriano dará el resultado de la MIC de esta cepa 

en particular. Existe puntos de corte en base a la MIC expresada para cepas y aislados clínicos 

los cuales se usan para determinar si una cepa es susceptible o resistentes contra la mayoría 

de los antibióticos utilizados en el tratamiento de erradicación, como los que se muestran 

en la tabla 1 (EUCAST, 2023). 
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En cuanto a los métodos moleculares, para esta bacteria, se hace la búsqueda de las 

mutaciones ya mencionadas para los diferentes antibióticos que engloban el esquema de 

tratamiento. Estos métodos incluyen PCR, hibridación con sondas, secuenciación en Sanger 

o NGS (secuenciación de nueva generación por sus siglas en ingles) y análisis de 

polimorfismos.  La presencia de mutaciones en los genes blanco de los antibióticos puede 

generar la resistencia a los mismos, pero debe ser confirmada mediante alguna prueba 

fenotípica (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 línea no ha erradicado a la bacteria, proponiendo 

así un mejor tratamiento. 

 

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

 

 

 

  

 

Antibiótico 

MIC en g/mL 

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. JUSTIFICACIÓN  

H. pylori es una bacteria con alta prevalencia mundial (~50%) en la población adulta e infecta 

principalmente el estómago, relacionándose con enfermedades gastrointestinales, aunque 

recientemente se ha asociado con padecimientos extragástricos. Debido a la alta tasa de 

resistencia antimicrobiana que han presentado las diferentes cepas de esta bacteria a nivel 

mundial, el tratamiento para su erradicación se ha vuelto un problema, por lo que la 

incidencia de las enfermedades relacionadas con la infección persistente está en aumento. 

Por todo esto, la OMS en el 2017, consideró a H. pylori como un patógeno de alta prioridad 

a nivel de salud mundial. Así, en este trabajo se pretende analizar la aparición 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. HIPÓTESIS 

 

La interacción continua y a concentraciones crecientes de los antibióticos usados en los 

tratamientos contra H. pylori, induce la aparición de mutaciones en algunos genes 

relacionados con la resistencia a claritromicina, amoxicilina y levofloxacino. 

 

 

7. OBJETIVOS 

7.1 OBJETIVO GENERAL 

Inducir resistencia a ciertos antibióticos (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 antibiótico en las cepas de H. pylori. 

3. Desarrollar resistencia a antibióticos por medio de la inducción 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 

 

Figura 5. Diagrama de flujo de la estrategia experimental seguida en el presente proyecto.  
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 

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 cagPAI-, por lo que es CagA- y con la 

proteína VacA variedad s2m2, la cual le confiere una actividad vacuolizante disminuida; y 4) 

43504 de la ATCC incluida en el Instituto de Estándares Clínicos 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, incubándose a 37°C con 5% de CO2 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 incubación.  

 

9.2 Extracción de ADN 

De las bacterias crecidas anteriormente, se tomó un inóculo de aproximadamente 2x109 

bacterias, las cuales se suspendieron en 500 µL de PBS estéril (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, 

Na2HPO4 8 mM y KH2PO4 2 mM), se centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 min y se desechó 

el sobrenadante, utilizando solo el botón formado. Se realizó la extracción de DNA total 

usando el kit ONE-4-ALL Genomic DNA Mini-Preps (Bio Basic Canadá Inc.), siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Al botón se le agregaron 180 µL de ACL (que es esto) y 20 µL de 

proteinasa K. La mezcla se agitó en un vórtex por 15 seg y se incubó a 56°C por 1 h. Después 

se le agregó al mismo tubo 200 µL de buffer CL, se pasó por el vórtex por 15 seg, se agregó 

200 µL de etanol al 96% y se mezcló nuevamente.  La mezcla total se transfirió a una columna 

sostenida por un tubo de colecta de 2 mL y se centrifugó a 12,000 rpm por 1 min, para 

posteriormente desechar el sobrenadante. Después se agregó 500 µL de solución CW1, se 

centrifugó a 12,000 rpm por 1 min y se desechó el sobrenadante. A continuación, se 

agregaron 500 µL de solución CW1, para volver a centrifugar en las mismas condiciones y se 

desechó igualmente el sobrenadante. 
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Posterior a esto, se secó la membrana centrifugándose a 13,000 rpm por 2 min y se desechó 

el sobrenadante. La columna se pasó a un tubo nuevo de colecta de 2 mL y se dejó 

incubando a temperatura ambiente (TA) por 2 min, con la tapa abierta para que el etanol se 

evaporara completamente. Se agregó de 50 a 100 µL de buffer CE, tratando de que cayera 

en el centro de la membrana, después se incubó a TA por 2 min y se centrifugó nuevamente 

a 13,000 rpm por 2 min para eluir el DNA. La muestra se dividió en volúmenes pequeños 

con agua libre de RNAsas, para almacenarse a -20°C, hasta su posterior análisis. La 

cuantificación del DNA se realizó por espectrometría a una longitud de onda de 260 nm. 

 

9.3 Amplificación de genes por PCR 

A partir del DNA extraído de cada cepa, se llevó a cabo la amplificación 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 y gyrA y gyrB para LVX. Los oligonucleótidos que se 

utilizaron se enlistan en la tabla 2. La PCR se realizó en un termociclador y las condiciones 

de amplificación para cada gen se muestran en la tabla 3. Para cada reacción se agregó 400 

ng de DNA templado y los oligos se usaron a 10 M. Se utilizó 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 amplificación de cada uno de los genes 
relacionados con la RAM de H. pylori. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes Oligonucléotidos 

23S Sentido: 5′-ATGAAGCGTTGAATTGAAGC-3′ 

Antisentido: 5′-CAACTCTCTTACACTCAGTAAGGC-3′ 

pbp1A Sentido: 5´- CGATAGATTTGGATTACCAACGC-3´ 

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 amplificación por PCR para los genes de H. pylori. 

 23S pbp1a GyrA, GyrB 16S 

Incubación 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 

Desnaturalización 95°C x 20s 95°C x 30s 94°C x 1m 95°C x30s 

Alineación 55°C x 30s 60°C x 30s 57°C x 1m 60°C x 30s 

Extensión 72°C x 30s 72°C x 1m 72°C x 1m 72°C x 1m 

Extensión 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 Secuenciación 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 Microbiología Clínica, 

División de Infectología del Instituto Nacional de Rehabilitación (INR). Las secuencias 

proporcionadas se analizaron en búsqueda de mutaciones ya publicadas que estuvieran 

relacionadas con RAM en H. pylori (Tabla 4). Las secuencias se convirtieron en formato FASTA 

para su posterior análisis, utilizando como referencia la secuencia de la cepa 26695 de H. 

pylori (acceso en GenBank CP003904.1). Para el caso de los genes pbp1a, gyrA y gyrB, de la 

secuencia de nucleótidos, se realizó la traducción utilizando Blastx y con esta secuencia de 

aminoácidos se hizo el alineamiento con Blastp, tomando como referencia las secuencias ya 

publicadas de cada cepa.  Todo esto se realizó en la plataforma del NCBI 

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

 

9.5 Ensayo de susceptibilidad a antibióticos 

La susceptibilidad contra los 3 antibióticos de interés para este estudio se realizó mediante 

el método de dilución en agar, para el cual se usó AMH suplementado con 5% de sangre de 

carnero desfibrilada estéril, adicionando los antibióticos por separado (CLR, AMX y LVX) en 

diluciones dobles. 
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Tabla 4. Mecanismo de acción de cada antibiótico y las mutaciones en los genes 
relacionados. 

Antibiótico Mecanismo de acción del 

antibiótico 

Mutaciones génicas 

Claritromicina 

Bloquea la síntesis de 

proteínas 

Diana: 23s ARNr 

23s: A2143G, A2142G, C2195T, 

T2182C, C2288T, A2146G, A2147G 

Amoxicilina 

Bloquea la pared bacteriana 

Diana: PBP (proteína de 

unión a penicilina) 

pbp1A: P473L, E406K, T593A/G/K 

 

 

Levofloxacino 

Bloquea la replicación 

bacteriana 

Diana: ADN girasa 

gyrA: 87 (N por L/I/A/K) 

91 (D por G/N/A/Y), N87K y 

D91Y/N/G 

gyrB: 463 (E por K/G), polimorfismos 

438 (F por S), 481 (D por E/N), 484 

(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 µL de una 

suspensión bacteriana en solución salina estéril, ajustando la concentración a 2 en la escala 

de McFarland. Las bacterias se mantuvieron en incubación por 48-72 h a 37°C en 

condiciones microaerofílicas.  

Después se observó el crecimiento en las placas y se establecieron las cepas como 

susceptibles o resistentes de acuerdo con la MIC de cada cepa para cada antibiótico 

evaluado. La MIC se consideró como la concentración más alta del antibiótico en la cual 

hubo inhibición 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 

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

 

 

 

 

 

 

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

Las bacterias se dejaron crecer hasta su fase logarítmica para ser resembradas. Se utilizó 

caldo Müeller Hilton (CMH) para hacer las diluciones correspondientes de cada antibiótico 

utilizado (CLR, LVX y AMX). Para la primer interacción se usaron concentraciones subMIC: 

para CLR fue de 0.003 g/mL y para AMX y LVX de 0.005 g/mL. La interacción se hizo en 5 

mL de CMH con la dilución de antibiótico 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 microaerofílicas. Se dejó 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 cambió el medio cada 48 h para que las bacterias no se quedaran sin 

nutrientes y se mantuvieron así por 6 pases (cada cambio de medio se consideró un pase). 

Los tubos se mantuvieron en 2 condiciones: en agitación y sin agitación para monitorear en 

cual se conseguía un crecimiento óptimo.  

Pasados los 3 pases se centrifugaron los tubos, se decantó el medio y se conservó el botón 

bacteriano, el cual se sembró en agar Casman suplementado con 5% de sangre desfibrilada 

de carnero y 200 L 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, añadiendo 200 L de SBF a cada caja para tener un mayor crecimiento 

bacteriano, dejándose incubar por 48 h a 37°C en condiciones de microaerofilia.  

Después de obtener una buena cantidad de biomasa, se repitió la interacción con 

antibióticos, aumentando la concentración al doble, quedando CLR en 0.006 g/mL y AMX 

Antibiótico 
MIC en g/mL 

Susceptible ≤ Resistente > 

Claritromicina 0.25 0.50 

Amoxicilina 0.12 0.25 

Levofloxacino 1.00 1.00 
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y LVX en 0.01 g/mL. Se mantuvieron igualmente por 3 pases, con cambio de medio cada 

48 h. Se prosiguió con el mismo protocolo de cultivo para posteriormente interactuarlas con 

la siguiente concentración de antibióticos, quedando CLR a 0.012 g/mL y AMX y LVX a 0.02 

g/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 determinó de MIC con la misma metodología, para 

compararla con las MIC´s iniciales, en caso de haber diferencias con estas. De estas bacterias 

se realizó extracción de DNA total para proseguir con la amplificación y secuenciación de los 

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

10.1 Caracterización de las cepas de H. pylori 

Las cepas utilizadas en este trabajo (26696, PMSS1, 51932 y 43504) fueron caracterizadas a 

través de pruebas morfológicas, bioquímicas y moleculares, para asegurarse de que 

cumplieran con las características de H. pylori.  

La caracterización morfológica se llevó a cabo mediante tinción de Gram. Las 4 cepas 

crecieron como bacilos alargados y de forma helicoidal de 2 a 4 m de largo, como se 

observa en la Figura 6. 

 

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

Las pruebas bioquímicas 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 utilizó medio con 

urea y rojo de fenol como indicador de pH, mostrando un viraje en la coloración a rosa, lo 
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que demostró la presencia de la enzima ureasa la cual hidrolizó la urea presente y aumentó 

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, observándose un cambio de 

coloración a un tono azul. Las 4 cepas analizadas exhibieron resultados positivos para la 

enzima oxidasa.  

En cuanto a la prueba de catalasa, se utilizó peróxido de hidrogeno al 3%, tomando una gota 

y agregando una muestra de bacterias de cada cepa. En cada caso, se observó la formación 

de burbujas por la presencia de la enzima catalasa que hidroliza el peróxido de hidrogeno 

en agua y oxígeno, teniendo resultados positivos para las 4 cepas.  

 

 

Figura 7. Pruebas bioquímicas para la caracterización 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 caracterización molecular se realizó amplificando 3 genes específicos de H. pylori: 16S, 

glmM y cagA. Los genes constitutivos fueron 16S y glmM, mientras que cagA se presenta 

principalmente en cepas consideradas más virulentas (Ansari & Yamaoka, 2020). El gen 16S 

codifican para una parte de la subunidad 16S del ribosoma bacteriano; glmM codifica para 

una fosfoglucosamina mutasa que participa en la biosíntesis de la pared bacteriana; y el gen 

cagA codifica para una citotoxina inyectada en la célula hospedera. En todas las cepas se 

amplificó un fragmento de los genes constitutivos 16s y glmM (Figura 8).  

 

Figura 8. Amplificación de genes para la caracterización molecular de las cepas de H. pylori (26696, PMSS1, 
51932 y 43504). El DNA bacteriano se obtuvo y se procesó para ensayos de PCR. A) Amplificación del gen 16s 
(120 pb). B) Amplificación del gen cagA (350 pb). C) Amplificación del gen glmM (294 pb). Primer carril: 
estándar de tamaño molecular. Ctl (-): control de la PCR sin molde. 

 

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

era de esperarse en la cepa 51932 carente de la isla de patogenicidad CagPAI no se amplificó 
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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 características morfológicas, 

bioquímicas y moleculares.  

 

10.2 Amplificación de genes relacionados con RAM en H. pylori antes de la 

inducción a RAM 

Una vez caracterizadas las cepas de H. pylori, se determinó si presentaban de manera 

natural mutaciones en los genes 23S, pbp1a, gyrA y gyrB relacionados con la resistencia a 

CLR, AMX y LVX. Para ello, se aisló DNA a partir de cada cepa y empleando oligonucleótidos 

específicos 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 facción del gen desde la posición 2,007 a 

la 2,301 pb, el tamaño del amplicón fue de 294 pb. Los oligos del gen pbp1a produjeron un 

amplicón 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).  

 

 

Figura 9. Amplificación de genes relacionados con la resistencia a CLR, AMX y LVX en cepas de H. pylori. A) 

Amplificación del gen 23S. B) Amplificación del gen pbp1a. C) Amplificación del gen gyrA. D) Amplificación del 

gen gyrB. Cepas analizadas: 26695, PMSS1, 51932 y 43504.  
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10.3 Secuenciación de genes relacionados con RAM en cepas de H. pylori 

antes de la inducción a RAM 

Una vez amplificados los fragmentos de los genes 23S, pbp1a, 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 Microbiología de la Clínica del 

en la División de Infectología del INR.   El análisis de los datos secuenciación realizada antes 

de iniciar con la inducción a RAM con los 3 antibióticos mostraron los siguientes resultados: 

la secuencia del gen 23S de la cepa 26695 mostró 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 búsqueda de mutaciones relacionadas con RAM contra 

CLR, se utilizó el sistema de posicionamiento de nucleótidos propuesto por Taylor et al, en 

el año 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 10 y 11.  
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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.   

 

 

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

 

Para el gen pbp1a, el producto de amplificación fue de 1035, pero al momento de hacer la 

secuenciación, al ser una secuencia larga, la secuenciación 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 realizó la traducción de nucleótidos a aminoácidos, tomando en cuenta los marcos de 

lecturas de esta proteína (PBP1A) y su función biológica. A diferencia del gen 23S que no se 

traduce ya que es parte de la subunidad mayor del ribosoma y cuya función se da estando 

en secuencia de nucleótidos, la PBP1A tiene su actividad en forma de proteína y la búsqueda 

de mutaciones se da en la secuencia de aminoácidos. 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 búsqueda 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 

posición 406 hay una sustitución de ácido glutámico por alanina (E406A) y en la posición 

593 una sustitución de treonina por alanina (T593A). Estas mutaciones se encuentran en 

cepas consideradas resistentes, aunque haciendo la revisión de todas las cepas, algunas 

difieren en ciertos aminoácidos en las posiciones de interés, como el anteriormente dado. 
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de PBP1A de la cepa 26695 (Query) con la secuencia 
publicada de la misma cepa (Sbjct). 
 

 

Figura 13. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de PBP1A de la cepa PMSS1 (Query) con la 
secuencia publicada de la misma cepa (Sbjct). 
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de PBP1A de la cepa 51932 (Query) con la secuencia 
publicada de la misma cepa (Sbjct). 
 

 

Figura 15. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos 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 posición 406 hay una sustitución de alanina por valina (A406V), lo cual ya se considera 

como una mutación relacionada con la resistencia a AMX. De igual manera, en la posición 

593 se encontró una sustitución de alanina por treonina (A593T), tomando en cuenta que 
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tener A en dicha posición está 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 posición 

406 hay una sustitución valina por ácido aspártico (V406E), aunque esta sustitución no está 

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 comparación de las secuencias de aminoácidos quedó 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 específica para la cepa 43504, se realizó el 

alineamiento usando la secuencia de esta proteína con el código de acceso 

WP_209612216.1 publicado en el GenBank.  En cuanto a la búsqueda 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 posición 

481 hay una sustitución de un ácido aspártico por un ácido glutámico (D481E) y en la 

posición 484 de una arginina por una lisina (R484K) (Figura 17). 
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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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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 Determinación de MIC en cepas de H. pylori 

Los antibióticos utilizados fueron CLR, AMX y LVX, proporcionados por el laboratorio de 

Microbiología Clínica de la División de Infectología del INR. Antes de utilizarlos para este 

estudio, se evaluó su efectividad mediante la técnica de microdilución en placa.  
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De los tres antibióticos se hicieron diluciones dobles, las cuales se agregaron a cada pocillo 

(100 g/mL), y se inocularon con 10 L de suspensión bacteriana de cepas determinadas 

por la CLSI, a 0.5 en la escala de McFarland. 

En el caso de CLR se usó la cepa de Staphylococcus aureus 29213 de la ATCC, y para AMX y 

LVX se empleó la cepa de E. coli 25922 de la ATCC. La concentración de los antibióticos 

empleados correspondió 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 agregó CMH. 

Después de leer la placa a las 24 h, no se observó crecimiento bacteriano cuando se 

añadieron los diferentes antibióticos, solo en el control de crecimiento. De manera que, con 

estos resultados satisfactorios, se emplearon los tres antibióticos en los experimentos 

subsecuentes.  

Estos antibióticos 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 µg/mL a 0.031 µg/mL; para AMX van de 0.006 µg/mL 

a 0.062 µg/mL; y para LVX se encuentran en un rango de 0.015 µg/mL a 0.125 µg/mL (tabla 

6).  

 

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

 Cepas de H. pylori 

Antibióticos 26695 PMSS1 51932 43504 

CLR 0.031 µg/mL 0.015 µg/mL 0.031 µg/mL 0.015 µg/mL 

AMX 0.008 µg/mL 0.006 µg/mL 0.031 µg/mL 0.062 µg/mL 

LVX 0.125 µg/mL 0.125 µg/mL 0.062 µg/mL 0.015 µg/mL 
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Estos resultados se compararon con los puntos de corte publicados por la EUCAST para estos 

tres antibióticos (Tabla 5), con lo que se puede clasificar a nuestras 4 cepas como 

susceptibles para CLR, AMX y LVX. 

 

10.5 Inducción de resistencia a antibióticos in vitro para H. pylori 

De manera inicial se había planeado usar 500 L de cultivo bacteriano y la subMIC ½ para 

los 3 antibióticos con las 4 cepas de H. pylori, durante 5 pases (cada cambio de medio a las 

48 h se consideró como un pase). Pero al término de la primera ronda (cada interacción con 

una concentración diferente de antibióticos se le denominó ronda), observamos que 

ninguna de las cepas sobrevivió a la inducción con CLR, AMX y LVX, excepto la cepa 43504 

que sobrevivió a LVX. Haciendo el análisis del control de crecimiento nos percatamos que 

las bacterias solo sobrevivían a 3 pases con el medio CMH. En cuanto a la concentración de 

cada antibiótico utilizada, se piensa que podría ser la concentración mínima bactericida 

(CMB), lo que explicaría por qué ninguna cepa sobrevivió.   

Con estos resultados optamos por hacer una modificación en nuestra estrategia de 

inducción a RAM.  Para esto aumentamos la cantidad de CMH a 5 mL, debido a que una 

mayor cantidad de medio nos proporcionaría un mayor crecimiento bacteriano. La 

concentración se disminuyó para los 3 antibióticos y se optó por mantener las 4 cepas a una 

misma concentración, quedando para la primera ronda: CLR 0.003 µg/mL y para AMX y LVX 

0.005 µg/mL, como se muestra en la metodología descrita en este trabajo. Las 

concentraciones aumentaron al doble para la 2a ronda y al triple para la 3a ronda. Se agregó 

una variable en esta estrategia, la cual fue tener una ronda de tubos en agitación y otras sin 

agitación durante la incubación para determinar en donde se obtenía un crecimiento 

óptimo. 

Utilizando estas nuevas concentraciones de antibióticos, ninguna cepa sobrevivió cuando se 

empleó CLR, a pesar de que la dosis fue muy baja. Esto puede deberse a que el antibiótico 

utilizado es de grado farmacéutico y no de uso para investigación, a diferencia de la AMX y 

el LVX, cuya presentación viene en forma de sales.  



 46 

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 usó LVX, las 4 cepas tuvieron buen 

crecimiento. En el caso de la agitación se observó 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 agitación en 

comparación con la que no se mantuvieron en agitación, no se observó 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 agitación durante la 

incubación, en comparación con las que sí estuvieron en agitación (Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 18. Diferencias en el crecimiento bacteriano después de la 1a ronda. Cepas 26695, PMSS1, 51932 y 

43505 de H. pylori crecidas en CMH. (*) en agitación; (--) sin agitación. 
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Debido a las ligeras diferencias presentadas en el crecimiento entre las bacterias incubadas 

en agitación y sin agitación después de la primer ronda de inducción a RAM, se decidió 

quitar la variable de agitación en las siguientes rondas. 

Para la 2a ronda de inducción a RAM solamente se utilizaron AMX y LVX incrementándose al 

doble la concentración de los antibióticos y descartándose CLR. Al finalizar la 2a ronda de 

inducción a RAM en las 4 cepas de H. pylori, observamos que el diámetro de las colonias 

crecidas en agar Casman era menor que las colonias antes de iniciar con la inducción con 

los antibióticos. Esto se observó 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). 
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Figura 19. Crecimiento colonial de las cepas de H. pylori después de la 2a ronda de inducción 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 2a inducción de RAM con AMX y LVX, se decidió no proseguir con la 

3a de inducción. Con las bacterias obtenidas hasta este paso, se realizó una tinción de Gram 

para observar su morfología. El tratamiento con los antibióticos cambió la morfología de las 

bacterias, de una forma bacilar-helicoidal, a una de bacilos cortos y formas cocoides. Esta 

transición se observó 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 morfológico de las cepas H. pylori después de la 2a ronda de inducción a RAM 
con AMX y LVX. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. C) Cepa 52932. D) Cepa 43504. Tinción de Gram. 

 

Las bacterias sobrevivientes a la 2a ronda se resembraron en agar Casman durante 48 h, 

para tener un mayor crecimiento bacteriano. A estas bacterias se les determinó nuevamente 

la MIC para AMX y LVX, con la finalidad de evaluar si la inducción a RAM había incrementado 

la MIC (tabla 7).  

 

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

 

 Cepas de H. pylori 

Antibióticos 26695 PMSS1 51932 43504 

AMX 0.062 µg/mL 0.500 µg/mL 0.031 µg/mL 0.015 µg/mL 

LVX 0.125 µg/mL ----- 0.125 µg/mL 0.031 µg/mL 

 

Teniendo estos resultados de las MIC, las concentraciones se compararon con las MIC (tabla 

6). Para entender mejor la comparación, se realizó la tabla 8, en la que se indican los camibos 

en las MIC´s. La MIC para AMX de la cepa 26695 aumentó 7 veces, pero la MIC para LVX 

permaneció igual. En la cepa PMSS1, solamente se pudo hacer la determinación de MIC 

contra AMX y no contra LVX por la poca cantidad de biomasa con que se contaba. De manera 

sorprendente, la MIC de AMX incrementó 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 último, en 

la cepa 43504, la MIC contra AMX disminuyó 4 veces y la de LVX incrementó 2 veces.  
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Tabla 8. Comparación de MIC antes y después de la inducción a RAM con AMX y LVX. 

 

Aumento de MIC por cepa de H. pylori 

ATB 26695 PMSS1 51932 43504 

AMX 7 veces 80 veces igual ↓4 veces 

LVX igual ----- 2 veces 2 veces 

 

10.6 Secuenciación de genes relacionados con RAM en cepas de H. pylori 

después de la inducción a RAM 

Después de la inducción a RAM con 2 rondas de antibióticos, se realizó nuevamente la 

secuenciación de los genes 23S, pbp1a, gyrA y gyrB, los cuales se compararon con las 

secuencias realizada antes de la inducción a RAM in vitro.  

Debido a que no hubo bacterias sobrevivientes después de la inducción a RAM contra CLR, 

no se llevó a cabo esta comparación.  

En el caso de PBP1A, en la cepa 26695 hubo una sustitución en la posición 406 de A por E, 

la cual implicaría un regreso a su forma no mutada. En la posición 593 también se presentó 

una sustitución de A por T (Figura 21). En cuanto a la cepa PMSS1, se encontró una 

sustitución de V en la posición 406 por A y en la posición 593 una sustitución de T por A. 

Estas dos mutaciones están relacionadas a la resistencia contra AMX en H. pylori (Figura 19). 

En cuanto a la cepa 51932, solamente se encontró una sustitución de E por V, pero esta 

mutación no está relacionada con la RAM. Por último, en la cepa 43504, no se encontraron 

mutaciones relacionadas con resistencia a AMX (Figura 22).  
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Figura 21. Alineamiento entre secuencias PBP1A antes y después de la inducción a RAM in vitro contra AMX 
en las cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. 
 



 52 

 
 

Figura 22. Alineamiento entre secuencias PBP1A antes y después de la inducción a RAM in vitro contra AMX 
en las cepas de H. pylori. A) Cepa 51932. B) Cepa 43504. 

 

Para la proteína GyrA, los aminoácidos en la posición 87 y 91 son los que están relacionados 

con resistencia a LVX. En las cepas 26695, 51932 y 43504 no se encontraron mutaciones 

después de la inducción a RAM con LVX, como se muestra en la Figura 23. 

Por el contrario, en el análisis de secuencias del gen gyrB, después de la traducción a cadena 

de aminoácidos, se encontraron dos mutaciones en las cepas 26695, 51932 y 43504. Estas 

mutaciones están en las posiciones 481 y 484 (Figura 24), pero para el caso de la cepa 43503, 

estas mutaciones se presentaron desde antes de la inducción a RAM y se conservaron 

después de esta.  Estas 2 mutaciones se encuentran en la posición 481, donde hay una 
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sustitución de un ácido aspártico por un ácido glutámico (D481E); y en la posición 484 existe 

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

 

Figura 23. Alineamiento entre secuencias GyrA antes y después de la inducción a RAM in vitro contra LVX en 
las cepas de H. pylori. A) Cepa 26695. B) Cepa PMSS1. C) Cepa 51932. D) Cepa 43504. 
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Figura 24. Alineamiento entre secuencias GyrA antes y después de la inducción 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 

inducción, 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 antibióticos para evaluar si, 

eliminando el factor de estrés, en este caso la AMX, las bacterias volverían a su forma 
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tradicional de bacilo. Además, se analizará si la transición a forma cocoide, es la que le 

confiere la resistencia, lo cual puede ser demostrado realizando nuevamente la 

determinación 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 antibiótico. En el caso de la 

cepa 26695 la MIC no se modificó después de la inducción a RAM, pero si presentó 2 

mutaciones relacionadas con la resistencia a este antibiótico. Por lo que también se evaluará 

si después de 3 pases en agar Casman suplementado con 5% de sangre de carnero 

desfibrilada sin antibiótico, si las mutaciones persisten después de quitar el factor inductor.  
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11.DISCUSIÓN  

H. pylori es una bacteria que infecta el antro del estómago y es causante de afecciones 

principalmente gástricas, como gastritis y cáncer gástrico, además de enfermedades 

extragástricas como pancreáticas, neuronales, hepáticas y cardiovasculares. En el año 2017 

se le clasificó como un patógeno de alta prioridad, debido a su alto porcentaje de resistencia 

a los antibióticos incluidos en el tratamiento para su erradicación. La claritromicina es el 

principal antibiótico utilizado en el tratamiento de primera línea contra H. pylori a nivel 

mundial, y en México se incluye en el tratamiento estándar conocido como terapia triple, 

donde además se aplica amoxicilina como segundo antibiótico 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 

aparición de RAM en H. pylori, pero la más estudiada y por la cual ocurren más fallos en el 

tratamiento son por mutaciones en genes que codifican para los blancos de los antibióticos; 

por lo que es de suma importancia analizar la evolución de la aparición de estas mutaciones 

y su relevancia en el desarrollo de la RAM. De manera que, en este trabajo se utilizó un 

modelo de inducción a RAM contra CLR, AMX y LVX para analizar el desarrollo en la aparición 

de mutaciones.  

El análisis de las secuencias por medio de alineamiento mostró 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 mayoría 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, a lo largo de la secuencia amplificada y traducida de las cepas 26695, 

PMSS1 y 51932, se observaron algunas mutaciones en sitios de interés en RAM y algunas en 

otros sitios no relacionados, por lo que al hacer la comparación con las MIC´s iniciales no se 

observó resistencia a AMX en dichas cepas antes de realizar la inducción a RAM, lo cual 

requiere de más 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, además, 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 específicamente, las cuales se han relacionado con resistencia a LVX. A pesar de esto, 

esta cepa no mostró dicha resistencia al inicio del estudio.  

Además, las MIC´s presentadas inicialmente en las 4 cepas se encuentran dentro de los 

puntos de corte susceptibles publicados por la EUCAST.  

Antes de la inducción de RAM, las MIC mostradas contra CLR fueron de 0.015 – 0.031 µg/mL, 

no encontrando diferencias significativas entre cepas. Las MIC contra AMX fueron de 0.006 

a 0.062 µg/mL, presentando variaciones entre cepas, siendo la más baja la de la cepa PMSS1 

con 0.006 µg/mL y la más alta la de la cepa 43504 con 0.062 µg/mL. En cuanto a las MIC 

contra LVX estas fueron de 0.015 - 0.125 µg/mL, siendo la más baja para la cepa 43504 y la 

más alta para las cepas 26696 y PMSS1. Estas variaciones pueden deberse a que cada cepa 

absorbe el antibiótico de manera diferente, gracias a la presencia de OMP´s o bombas de 

eflujo en su membrana, alternando la concentración bactericida de cada antibiótico (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 fenotípica. Aun así, 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 inducción 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 fenotípica contra CLR, AMX y LVX, como la 

susceptibilidad genotípica.  

Durante el proceso de inducción 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 inducción a RAM satisfactoria. Con estos cambios 

reiteramos, que H. pylori es una bacteria que requiere de varios factores para su óptimo 
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crecimiento, como son SFB, tanto en medios líquidos como sólidos, sangre de carnero o 

caballo desfibrinada incluida en medios sólidos, los cuales, son el medio ideal de elección 

para el crecimiento de esta bacteria en tiempos menos prologados (Hortelano et al., 2020). 

Pero debido a que los medios sólidos requieren de mayor material y mano de obra, se optó 

por usar una metodología más accesible en costo y tiempo para llevar a cabo la inducción 

in vitro de la RAM, empleando finalmente medio CMH suplementado con SFB al 5%.  

Como ya se mencionó, después de la 2a ronda de inducción a RAM con AMX y LVX, hubo 

una transición en la morfología bacteriana, de una forma bacilar, a una forma de bacilos 

cortos y cocos. Esto ya ha sido publicado por varios autores, en particular Ierardi, et al., 

describen que esta transición 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 

tensión de oxígeno, disminución en la concentración de metabolitos disponibles en el 

ambiente, y en el caso relevante para este trabajo, la interacción con antibióticos  (Ierardi 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 apagón metabólico, en donde la expresión de ciertos genes, incluidos los 

factores de virulencia, está disminuida; además, esta forma de vida coloniza menos el 

epitelio gástrico y entra en estado latente, el cual, puede estar relacionado con la reinfección 

en pacientes que ya han tenido tratamiento de erradicación. Por si fuera poco, esta forma 

VBNC se relaciona con el fracaso en el tratamiento (Ierardi et al., 2020). Estudios anteriores 

a éste, ya mencionaban que la exposición prolongada a antibióticos, como CLR, AMX y MTZ, 

en cepas o aislados de H. pylori induce el cambio a formas cocoides, esto después de 68 h 

de exposición. Además, concluyeron que la exposición a antibióticos después de 2 h puede 

disminuir la expresión ATP intracelular. Todo esto después de inducir a RAM in vitro usando 

igualmente CHM (Sörberg et al., 1998). Este cambio, más la aparición de mutaciones en 

genes relacionados con la RAM, puede producir un incremento en la MIC inicial hasta de 

200 en aislados clínicos de H. pylori (Rosli et al., 2023).  

Al finalizar la 2a y última ronda de inducción a RAM in vitro, si encontramos cambios en las 

MIC en algunas cepas, siendo la más relevante la exhibida por la cepa PMSS1 contra AMX, 
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cuya MIC aumentó 80 veces. Este resultado, la posiciona como una cepa resistente a este 

antibiótico. Además, en un estudio publicado en 2023, donde se trabajó con 20 aislados 

clínicos de H. pylori, se indujo RAM contra CLR y solamente el 19% de éstos adquirieron 

resistencia, presentando MICs que superaron los 64 g/mL (Rosli et al., 2023). Este trabajo 

concuerda con nuestros resultados, en los que solamente una cepa de las 4 que indujimos 

adquirió RAM a un solo antibiótico. Esto puede deberse a diversos factores, como el medio 

en el que se mantuvieron, las MIC´s iniciales, las concentraciones de antibióticos en las que 

se mantuvieron en estas 2 rondas, así como los mecanismos que cada cepa pudo desplegar 

para impedir que el antibiótico ejerciera su actividad, como puede ser la expresión 

diferencial de OMP´s o la producción de biopelícula. Al respecto, se ha mencionado que la 

producción de biopelícula es considerada un mecanismo de producción de RAM 

(Kadkhodaei et al., 2020). H. pylori produce biopelícula que le ayuda a sobrevivir a factores 

externos del ambiente que coloniza, incluyendo antibióticos (Yonezawa et al., 2015). En 

estudios en los que analizan la producción de biopelículas después de la exposición a 

diferentes concentraciones de antibióticos, las bacterias aumentaron su producción y la MIC 

aumentó de 10 hasta 100 veces (Yonezawa et al., 2013). 

Tomando en cuenta estos trabajos, los cambios en las MIC´s después de la inducción en esta 

tesis, pueden deberse a varios factores. La presencia de H. pylori en ambientes hostiles, 

puede propiciar un cambio morfológico, que le permite sobrevivir y permanecer en un 

estado latente; como sucedió con las cepas estudiadas aquí y que al ser tratadas con AMX y 

LVX después de la 2a ronda, se produjo una transición en su ciclo de vida. Este cambio y la 

producción de biopelícula podrían explicar la resistencia a los antibióticos, 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 concentración 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 antibiótico. 

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 podrían 
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estar mutando en H. pylori y 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 más complicado analizar la resistencia a 

antibióticos, a diferencia de las bacterias Gram positivas. La diferencia consiste en la 

conformación de sus membranas; las Gram positivas posen solamente una membra 

citoplasmática 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 

antibióticos 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 está expuesto al ambiente 

extracelular y relacionado con la interacción de la bacteria con células del sistema inmune 

del huésped y la presencia de antibióticos.  

En el caso de las bacterias Gram negativas, modifican la composición del LPS para evadir al 

sistema inmune y producir resistencia a antibióticos. Estos dos mecanismos conducen a el 

establecimiento de una infección crónica (Maldonado et al., 2016). 

Aunado a esto, se ha estudiado sobre la RAM en H. pylori y la transición a forma cocoide en 

ambientes hostiles, enfocados en los cambios en ácidos 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 modificación está presente en el Lípido A, el 

cual solamente pose un grupo fosfato en el C-1, siendo lo usual que haya dos, en el C-1 y 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 morfología cocoide. En consecuencia, la entrada de antibióticos al interior de la bacteria 

se limita, propiciando a la aparición de mutaciones en genes relacionados con RAM en H. 

pylori (Kadkhodaei et al., 2020). 
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Teniendo en cuenta esto y los resultados obtenidos, se requiere hacer investigaciones 

enfocadas en la transición de la típica forma bacilar de H. pylori, a la forma cocoide, los 

mecanismo que promueven este fenómeno y la aparición de resistencia, ya sea por la 

carente entrada de antibióticos, la producción aumentada de biopelícula, la disminución en 

la expresión de genes, la aparición de mutaciones en los genes 23S, pbp1A, gyrA y gyrB, que 

se relacionan con resistencia a los principales antibióticos para la erradicación de esta 

bacteria (CLR, AMX y LVX). Y consolidar estos datos para correlacionar en la infección, fallo 

en el tratamiento y reinfección. 

 

12. CONCLUSIONES 

Las cepas 26695, PMSS1, 51932 y 43504 de H. pylori no mostraron mutaciones 

significativas en los genes 23S, pbp1a, gyrA y gyrB relacionados con la resistencia a los 

antibióticos CLR, AMX y LVX. 

Las MIC´s contra CLR, AMX y LVX de las 4 cepas analizadas de H. pylori, estuvieron dentro 

del rango para clasificarse como susceptibles a dichos antibióticos, lo que concuerda con 

el análisis de mutaciones de los genes involucrados.  

La inducción in vitro de RAM contra AMX y LVX indujo en las 4 cepas de H. pylori un 

cambio en su morfología, de la típica forma bacilar, a una reducción 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 incrementó la MIC en las cepas 

26695, 51932 y 43504. En tanto que la MIC contra AMX aumentó hasta 80 veces en la 

cepa PMSS1, por lo que ya se clasifica como cepa resistente.  

El análisis de mutaciones después de la inducción in vitro de la RAM contra AMX y LVX 

reveló la aparición de mutaciones en GyrB en las cepas 26695 y 51932, pero no se asoció 

con un incremento de la MIC, por lo que se sugiere profundizar en el análisis de otras 

mutaciones para entender el desarrollo de la resistencia contra estos antibióticos. 

La generación in vitro de cepas de H. pylori resistentes a antibióticos empleados para su 

tratamiento y/o erradicación, permitirá entender los mecanismos moleculares utilizados 
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por esta bacteria para invadir y colonizar diferentes nichos en el cuerpo humano, así 

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

 

1. Mejorar el protocolo de inducción in vitro a RAM contra CLR, AMX y LVX, evitando la 

transformación a formas cocoides en el mayor número de rondas.  

2. Estudiar otros mecanismos que puedan estar involucrados con el aumento en la MIC, 

como bombas de eflujo u OMP´s, así como la producción de biopelícula.  

3. Llevar a cabo un análisis de transcriptómica en búsqueda de genes que modifiquen 

su expresión con el tratamiento de los antibióticos y que contribuyan a la 

supervivencia de la bacteria.  
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