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PALABRAS CLAVE Resumen

pbp1a; Introduccion: El tratamiento para la erradicacion de Helicobacter pylori (H. pylori) incluye
Peptidoglucano; un inhibidor de la bomba de protones y 2 antibidticos: amoxicilina y claritromicina; este tra-
Helicobacter pylori; tamiento tiene como objetivo erradicar la infeccion en al menos el 90% de los pacientes. El
Amoxicilina; fracaso del tratamiento de erradicacion de la infeccion puede tener multiples causas, entre
Transpeptidasa ellas la presencia de mutaciones puntuales en los genes diana de los antimicrobianos.

Objetivo: Caracterizar las mutaciones presentes en el gen pbp7ay su posible asociacion con la
resistencia a la amoxicilina in vitro.

Metodologia: Se evalud la susceptibilidad a amoxicilina en 147 aislados de H. pylori de
Tlquerres, se amplifico por PCR y secuencié los dominios transglicosilasa del gen pbp7a en
aislados de Tuquerres, y se evalud la asociacion entres las mutaciones y la resistencia.
Resultados: Se observo que el 5.4% (8/147) de aislados de Tuquerres fueron resistentes a amoxi-
cilina in vitro. La amplificacion por PCR de los dominios transglicosilasa del gen pbp1a se realizo
en el 87.5% de los aislados resistentes in vitro a amoxicilina, y en el analisis de la secuenciacion
del ADN se observo un total de 2 cambios de aminoacidos a partir de 3 mutaciones en el ADN
que codifica para la proteina PBP1A-1.

Conclusion: Esta investigacion constituye el primer reporte sobre las mutaciones en el gen
pbp1a en aislados de H. pylori provenientes de las poblaciones de Tuquerres; se encontraron
mutaciones no reportadas en investigaciones previas.
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Al Introduction: Helicobacter pylori (H. pylori) eradication treatment includes a proton pump
Transpepticiase inhibitor and two antibiotics: amoxicillin and clarithromycin. The goal of that treatment is to

eradicate the infection in at least 90% of the patients. Failure to eradicate the infection can
have multiple causes, among which is the presence of point mutations in the antimicrobial
target genes.

Objective: To characterize the mutations present in the pbp1a gene and their possible associa-
tion with resistance to amoxicillin in vitro.

Methodology: Susceptibility to amoxicillin was evaluated in 147 isolates of H. pylori from the
Colombian municipality of Tuquerres. PCR amplification and sequencing of the glycosyltrans-
ferase domain of the pbp7a gene were carried out on TUquerres isolates, and the association
between mutations and resistance was evaluated.

Results: A total of 5.4% (8/147) Tlquerres isolates were resistant to amoxicillin in vitro. PCR
amplification of the glycosyltransferase domain of the pbp1A gene was performed on 87.5%
of the amoxicillin-resistant isolates in vitro, and in the DNA sequencing analysis, a total of 2
changes of amino acids from 3 DNA mutations that encoded the PBP1A-1 protein were observed.
Conclusion: The present study is the first report on pbp1a gene mutations in H. pylori isolates
coming from a population in TGquerres. Mutations that have not been reported in previous
studies were found.

© 2022 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccion y objetivo

El Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gramnega-
tiva, microaerofilica en forma de espiral, con flagelos que le
permiten su movilizacion y adherencia al epitelio gastrico'.
Esta bacteria esta asociada a la gastritis y a la enfermedad
ulcerosa peptidica, ademas se considera factor de riesgo en
el cancer gastrico’.

El H. pylori tiene factores de virulencia que le permiten
colonizar la mucosa gastrica y desarrollar la enfermedad,
que induce a una mayor incidencia y prevalencia de su pato-
genicidad. Los factores de virulencia mas importantes son:
la ureasa, el flagelo, el gen cagA, la citotoxina vacA y la
proteina babA?.

EL H. pylori coloniza la mucosa gastrica de mas del 50% de
la poblacion del mundo, generalmente se adquiere durante
la infancia y persiste durante toda la vida. Cabe resaltar
que el resultado clinico de la infeccion esta influenciado por
factores ambientales, la diversidad genética de la cepay la
diversidad genética del hospedero®.

En cuanto al tratamiento el esquema de primera linea
para la erradicacion del H. pylori es la terapia triple, que
incluye un inhibidor de la bomba de protones y 2 antibioticos
como la amoxicilina y la claritromicina. Este tratamiento
tiene como objetivo erradicar la infeccion en al menos el 90%
de los pacientes’; el fracaso del tratamiento de erradicacion
puede darse por dosis inadecuadas, falta de adherencia al
tratamiento, presencia de bombas de eflujo y mutaciones
en los genes diana de los antimicrobianos.

La resistencia antimicrobiana es un fenémeno natural
que se acelera ante la presion selectiva que genera para

los microorganismos la exposicion a antibidticos. Lo anterior
lleva a que los tratamientos antibioticos convencionales se
vuelvan ineficaces, a que las infecciones persistan y a que
se incremente el riesgo de su propagacion®.

Uno de los antibioticos mas ampliamente empleados en
la terapia de erradicacion es la amoxicilina; este deri-
vado semisintético de la ampicilina inhibe la biosintesis
de la pared celular, uniéndose a las proteinas de union
a la penicilina (penicillin-binding proteins [PBP])°, en la
membrana plasmatica; PBP1A tiene actividad transglicosi-
lasa/transpeptidasa y su funcion consiste en el alargamiento
de las hebras de peptidoglicano y la formacion del entrecru-
zamiento entre los péptidos de peptidoglucano, por lo que
su inhibicion interfiere con la sintesis de peptidoglicano y
crecimiento celular’.

La prevalencia de la resistencia de H. pylori a la amo-
xicilina presenta variacion geografica, con valores de 2.2%,
65.6%, 11.6% y de 0.5% para América, Africa, Asia y Europa,
respectivamente®?. Si bien la informacion sobre la preva-
lencia de la resistencia en Colombia es limitada presenta
valores del 7% en Bogota'’, del 3.8% en el eje cafetero'' y
del 20.5% en Tumaco'?; en ninguno de estos estudios se eva-
luaron mutaciones en el gen pbp1a y su asociacion con la
resistencia a la amoxicilina. Se desconocen las mutaciones
en el gen pbp1ay su asociacion con la resistencia a la amoxi-
cilina en aislados de H. pylori provenientes de la poblacion
de Tlquerres, ubicada en los Andes de Colombia, con pre-
valencia de H. pylori (> 80%) y alto riesgo para el desarrollo
de cancer gastrico'?, al igual que la posible asociacion entre
las mutaciones en este gen y el fracaso en la erradicacion
de H. pylori. Esta informacion es util para el desarrollo e
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implementacion de metodologias de deteccion rapida de la
resistencia y aplicacion de esquemas de erradicacion, por
lo que el objetivo de esta investigacion fue caracterizar las
mutaciones presentes en el gen pbp1ay su posible asociacion
con la resistencia a la amoxicilina in vitro.

Materiales y métodos

Estudio observacional en el que se incluyeron 149 muestras
de mucosa gastrica provenientes de pacientes con sinto-
mas de dispepsia de Tuquerres-Narifno, con el propésito de
evaluar la resistencia antimicrobiana a amoxicilina in vitro
mediante el método de dilucion en agar. Para cumplir los
objetivos propuestos, primeramente se tomo biopsia de la
mucosa gastrica, seguido a ello se realizé cultivo y pruebas
bioquimicas para la identificacion de colonias puras de H.
pylori, lo cual se confirmé mediante la identificacion mole-
cular por PCR del gen estructural ureA, seguido a esto se
procedio6 a evaluar la susceptibilidad antimicrobiana a amo-
xicilina in vitro mediante el método de dilucion en agar v,
finalmente, a las cepas resistentes se les realizd la ampli-
ficacion de los dominios transglicosilasa del gen pbp1ay se
secuencid para la identificacion de mutaciones puntuales.
A continuacion se detallan los métodos utilizados en este
estudio.

Toma de biopsias de mucosa gastrica

La muestra fue seleccionada de adultos de ambos sexos
remitidos al servicio médico para evaluacion clinica, donde
se solicitd una gastroduodenoscopia como parte de su eva-
luacion diagndstica debido a los sintomas referidos por
los pacientes en la consulta clinica, que fueron: dolor
abdominal, reflujo gastroesofagico, vomitos, sintomas res-
piratorios, dispepsia y diarrea. En la tabla 1 se detalla el
protocolo de toma de biopsias.

Las muestras se almacenaron y transportaron segln las
pautas del Ministerio de Salud de Colombia al Laboratorio
de Patologia de la Universidad del Valle, donde se realizaron
los analisis correspondientes.

Cultivo a partir de biopsia gastrica

El cultivo inicial a partir de cual se aislé H. pylori de biopsias
gastricas se realizo mediante la introduccion de la biopsia
en 200 .l de NaCl 0.89% estéril, y macerado con macerador
estéril; del macerado resultante se tomé con asa de argo-
lla desechable (Fisherbrand® calibrada a 10 pl/gota) y se
sembré por estria, en agar Columbia (Oxo0id®) con sangre
desfibrinada de cordero, mas 10% suplemento Dent (Ox0id®),
el cual contiene vancomicina, cefsulodin, lactato de trime-
toprima y anfotericina B. Luego de la siembra se preservd
el macerado de mucosa gastrica en una solucion de tioglico-
lato (Merck®) con glicerol (Promega®) 20% y se almacend a
-70°c.

La incubacion de las cajas de Petri se hizo en una incuba-
dora de CO, (Shel Lab®) a 37°C con atmosfera de CO, al 10%
y 90% de humedad. El crecimiento se evalué a las 72 horas
y luego periodicamente de 7 a 10 dias, en busca de colo-
nias traslUcidas, pequenas y en forma de gotas de rocio,

compatibles con la morfologia del H. pylori. Se evalud la
calidad del crecimiento y la contaminacion por hongos o
bacterias, tanto en el aislamiento primario como en el anti-
biograma.

Siembra del preservado

Para evaluar la susceptibilidad a amoxicilina en los 147 pre-
servados viables de H. pylori de la poblacion de Tdquerres
se necesitd aislar nuevamente la bacteria, a partir de sus
preservados. Para este fin se tomo6 una fraccion del pre-
servado (-70°C), con lanceta estéril, esta se deposito en
agar Columbia (Ox0id®) con sangre desfibrinada de cordero
al 10%, sin suplemento. Se sembro6 en masa e incubé a 37 °C
en ambiente microaerofilico (CO, al 10% y 90% de humedad).
El crecimiento se evalu6 a las 72 horas y luego periddica-
mente de 7 a 10 dias. El contenido restante del preservado
se almaceno6 a -70°C.

Purificacién de los aislados de Helicobacter pylori

Las colonias obtenidas previamente y que presentaron feno-
tipo compatible con H. pylori se sembraron por triplicado
empleando el método estria con asa estéril (10 wl), en agar
Columbia (Oxoid®) mas sangre desfibrinada de cordero al
10%, con suplemento Dent (Oxo0id®), el cual contenia vanco-
micina, cefsulodina, lactato de trimetoprima, amoxicilina
y anfotericina B. Las cajas se incubaron (incubadora Shel
Lab®) a 37°C en ambiente microaerofilico (CO, al 10% y 90%
de humedad). El crecimiento se evalud inicialmente a las 48
a 72 h, seguidos de evaluaciones perioddicas cada 24 h en un
periodo de tiempo de 7 a 10 dias; a las colonias resultan-
tes se les realizo las pruebas de identificacion fenotipica y
amplificacion del gen ureA.

Identificacion fenotipica del Helicobacter pylori

Macroscopicamente se buscaron colonias pequenas, punti-
formes y traslGcidas, con bordes definidos, a las que se
les realizaron las siguientes pruebas de identificacion: la
prueba de oxidasa, catalasa, test de urea (Host Test) y tin-
cion de Gram. Finalmente, para su correcta identificacion
se compararon con los resultados expuestos en el Bergey'’s
Manual of Systematic Bacteriology para la identificacion de
H. pylori. Adicionalmente la identificacion molecular se rea-
liz6 mediante amplificacion por PCR del gen estructural ureA
de H. pylori.

Evaluacion de la susceptibilidad de los aislados de
H. pylori a amoxicilina mediante el método de
diluciéon en agar

La susceptibilidad antimicrobiana se determiné empleando
la metodologia de dilucion en agar aplicada a los aislados de
H. pylori provenientes de los pacientes y donde el punto de
corte para considerar una cepa resistente a amoxicilina se
defini6 con una capacidad inhibitoria minima (CIM) mayor o
igual a 1.0 ng/ml (Figueroa et al., 2012).

Esta se realizd a los 147 aislados de H. pylori obteni-
dos a partir del cultivo en agar Columbia base. Para esto
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Tabla 1 Protocolo de toma de biopsias por endoscopia

Espécimen

Medio de almacenamiento

Procedimiento

Dos muestras de mucosas gastrica antral, curvatura
mayor y menor

Cuatro muestras: 2 de antro y 2 de cuerpo gastrico

Dos muestras de mucosas gastrica de cuerpo,
curvatura mayor y menor

Una muestra de mucosa gastrica de cuerpo, pared
anterior media y otra de antro curvatura menor

Tiogliocolato con glicerol

Formol al 10%
Tiogliocolato con glicerol

Tiogliocolato con glicerol

Aislamiento de H. pyloriy PCR
de marcadores de virulencia
Andlisis histopatologico
Aislamiento de H. pyloriy PCR
de marcadores de virulencia
Preservacion a -70°C

se sembro por triplicado y por agotamiento un inéculo de
aproximadamente 6 x 108 UFC/ml (McFarland 2), en agar
Mueller Hinton (Merck®) suplementado con 10% de sangre
desfibrinada de cordero, a concentraciones dobles (0.25,
0.5, 1, 2 y 4.0 ng/ml) de amoxicilina, e incubando (incuba-
dora Shel Lab®) a 37°C en ambiente microaerofilico (CO, al
10% y 90% de humedad). El crecimiento bacteriano se evaluo
tras 72 h, se empleo la cepa ATCC 43504 de H. pylori como
cepa de control de calidad para monitorizar la precision de
la CIM de H. pylori al usar el método de dilucion en agar.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN bacteriano se tomé6 1 ml de pre-
servado (80% tioglicolato y 20% glicerol) de H. pyloria -70°C
y deposito en tubo Eppendorf de 1.5ml, que seguidamente
se centrifugd (centrifuga refrigerada Forma Scientific®) a
13,000 rpm durante 2 min, se descarto el sobrenadante y se
adiciond 300 pl de buffer de lisis (Proteinasa K 100 p.g/ml,
SDS 10%, EDTA 0.5M y Tris-HCl pH 8) y se incubd a 56°C
por 18 h, seguido de 10 min a 72 °C. Terminada la incubacién
se adicion6 120 ul de NaCl 5M y centrifugd a 13,000 rpm
por 5min, seguidamente se trasvaso el sobrenadante y des-
carto el precipitado. Se adiciond 840 ul de etanol absoluto
(Mallinckrodt®) y centrifugé a 13,000 rpm a 4°C por 20 min,
se descarto el sobrenadante y adicioné 300 pl de etanol al
70%, centrifugando a 13,000 rpm por 5min descartando el
sobrenadante; se dejo secar por espacio de 2 h; se resuspen-
di6 en 100 pul de Buffer TE y almacend a -20°C. La cantidad
y la pureza del ADN bacteriano se determino por lectura de
densidad optica a 260/280 nm en espectrofotometro (Gene
Quant 1I® Pharmacia Biotech) de acuerdo con las instruccio-
nes del fabricante.

Amplificacion del gen ureA

La identificacion molecular del H. pylori se realizé mediante
la amplificacion por PCR del gen ureA. La reaccion se realizo
en un termociclador (Swift MiniProTM, Esco), adicionando
los siguientes reactivos a un tubo de 0.2ml: 1X de buf-
fer de PCR (Buffer green 5X Promega®), 1 uM de MgCl,
(Promega®), 0.25mM de dNTPs (Promega®), 50pmol/pul
de cada cebador (sentido 3’-AAGACATCACTATCAACG-5’/
anti-sentido 5’-CCCGCTCGCAATGTCTAA-3’), 0.5 unidades
de GoTaq DNA polimerasa (Promega®) y 25ng de ADN
gendmico de H. pylori en un volumen final de 25ul. La
amplificacion se realizd por una desnaturalizacion inicial a
95°C/2min, seguida de 35 ciclos (95°C/1 min, 54°C/1min

y 72°C/1 min) y una extension final a 72°C/15 min. Los pro-
ductos de amplificacién fueron obtenidos por electroforesis
a 80 voltios por 1h en una camara horizontal (Spectroline
Bi-O-Vision®). Estos se visualizaron mediante fluorescencia
en luz UV (260/280nm) en un transiluminador (Spectroline
Bi-O-Vision®) en geles de agarosa (Sigma®) al 2% tefida con
1wl de bromuro de etidio (0.5 wg/ml). Para determinar el
tamano de los amplificados de todos los genes se empled
un marcador de peso de 100pb (Fermentas®); el tamaro
del amplicon correspondid aproximadamente a 167 pb (frag-
mento esperado mediante el analisis in silico y respecto a
la distancia de migracion del marcador de pares de bases).

Amplificacion de los dominios transglicosilasa del
gen pbp1a en el Helicobacter pylori

La amplificacion de los dominios transglicosilasa (pbp1a) por
PCR se llevo a cabo utilizando un termociclador (Swift Mini-
ProTM, Esco) y los siguientes reactivos se agregaron a un tubo
de 0.2ml: buffer de PCR 1X (Buffer green 5X Promega®),
MgCl2 1mM (Promega®), DMSO al 10%, dNTPs 0.288 mM
(Promega®), 50pmol/pl de cada cebador pbpta-1 [R-
GCCATTCTTATCGCTCAAGTT y F-TCTCGTGTGAGCACCATG],
0.5 unidades de GoTaq DNA polimerasa (Promega®) y 25ng
de ADN genomico de H. pylori en un volumen final de
50 ul. El ciclo térmico de amplificacion consistio en una
desnaturalizacion inicial a 95°C/2 min, seguida de 35 ciclos
(95°C/1 min, 54°C/1 min, 53°C/1min) para pbp1a-1 (domi-
nio transglicosilasa) y 72°C/1min y una extension final a
72°C/5min.

Los productos de amplificacion por PCR fueron obteni-
dos por electroforesis a 80voltios por 1h en una camara
horizontal (spectroline bio-o-vision®). Estos se visualiza-
ron mediante fluorescencia en luz UV (260/280nm) en un
transiluminador (spectroline bio-o-vision®) en gel de aga-
rosa (sigma®) al 2% tefnida con 1l de bromuro de etidio
(0.5 png/ml). Para determinar el tamano de los amplifica-
dos de todos los genes se empled un marcador de peso de
100 pb (Fermentas®); el tamano amplicon fue de 340 pb para
pbp1a-1dominio transglicosilasa. Los cebadores se disefiaron
empleando la secuencia para el gen pbp1a codigo GenBank:
AE000511.1 en el software Primer3V 0.4.0'“.

Secuenciacion e identificacion de mutaciones

Los amplificados purificados del gen pbp1a se secuencia-
ron en ambos sentidos (sentido y antisentido) empleando
el analizador genético (ABI 3130 Applied Biosystem®) y
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Tabla 2 Agrupacion de los pacientes en intervalos de
edades

Edad (anos) Hombres Mujeres

18-34 25 (16.8%) 29 (19.5%)
36-47 21 (14.1%) 32 (21.5%)
48-68 23 (15.5%) 19 (12.8%)
Total 69 (46.3%) 80 (53.7%)

la metodologia Big Dye Terminator (Applied Biosystem®),
conforme a las condiciones estandarizadas en el Laboratorio
de Genética Molecular Humana de la Universidad de Valle.
Se empled el software BioEdit v 7.1.11® en la edicion, ali-
neamiento y traduccion de las secuencias. Los cambios en
las secuencias se cotejaron mediante el alineamiento local,
con la secuencia referencia para el gen pbp1a de la cepa de
H. pylori 26695 codigo GenBank AE000511.1."5,

Se exporto el alineamiento en formato FASTA y se abri
en bloc de notas; la informacion se copio y pego en un libro
de Excel donde se adiciono la formula logica (DatoX =Dato
Y)*1, la cual presenté valores de 0 para datos diferentes
entre las secuencias alineadas y 1 para datos iguales. Para
cada muestra se determinaron los cambios. Para las mues-
tras de pbp1a adicionalmente se tradujo el ADN a proteina
en el software BioEdit, y se realizd el mismo analisis para
determinar los cambios.

Analisis estadistico

Se estimo la frecuencia y proporcion de aislados resistentes
de la poblacion de Tuquerres. El rendimiento de la ampli-
ficacion y secuenciacion de los fragmentos del gen pbpia
se evalué mediante analisis descriptivos. Se estimo la fre-
cuencia de las mutaciones en los genes; para las variables
de mutaciones en gen pbp1a solo se realizaron analisis des-
criptivos por el bajo nimero de muestras al comparar la
resistencia in vivo con in vitro (entre 0 a 3 datos).

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de
Revision de Etica Humana (CIREH) de la Facultad de Salud de
la Universidad del Valle, regulado por la Resolucion 008430
del 4/1993 de octubre, emitida por el Ministerio de Salud de
Colombia.

Resultados

De los 149 participantes el 53.7% (80/149) fueron de sexo
femenino y 29 de ellas tuvieron edades entre los 18-34 anos,
mientras que en los de sexo masculino 25 presentaron eda-
des entre los 18-34 anos (tabla 2).

En 147 de los 149 participantes se aisld la bacteria, y al
evaluar la resistencia antimicrobiana a amoxicilina in vitro
mediante el método de dilucion en agar en los aislados de H.
pylori se observé que 139/147 (94.6%) de los aislados fueron
susceptibles y 8/147 (5.4%) presentaron resistencia in vitro
a amoxicilina (tabla 3). La distribucion por sexo fue del 50%
en los aislados resistentes y fueron obtenidos a partir de

Tabla 3 Caracteristicas de los aislados resistentes tras la
evaluacion de la susceptibilidad in-vitro a amoxicilina
N=147
Susceptible 139 (94.6%)
Resistente 8 (5.4%)
Total 147 (100.0%)

Tabla 4 Caracteristicas de los pacientes con aislados
resistentes

Edad (anos) N=8
19-35 2 (20.0%)
36-47 4 (60.0%)
48-68 2 (20.0%)

Sexo
Masculino 4 (50.0%)
Femenino 4 (50.0%)

pacientes con edades entre 19-35, 36-47 y 48-65 anos (tabla
4).

La amplificacion por PCR del gen ureA fue positiva para
los 147 aislados obtenidos, y la amplificacion por PCR de los
dominios transglicosilasa (PBP1A) del gen pbp1a de H. pylori
se realizo en el 87.5% de los aislados resistentes in vitro a
amoxicilina, y en el analisis de la secuenciacion del ADN de
los 8 aislados resistentes se observaron un total de 2 cambios
de aminoacidos. Los cambios en los aminoacidos se presen-
taron a partir de 3 mutaciones en el ADN que codifica para
la proteina PBP1A-1. Los cambios se evaluaron en relacion
con la secuencia de la cepa de H. pylori 26695, susceptible
a la amoxicilina. La mutaciéon F125L se observo en 6 de los
aislados, mientras que la mutacion 179V se observo en 4 de
los aislados (tabla 5).

Discusion y conclusiones

La amoxicilina es un antibidtico cominmente utilizado en
la terapia de erradicacion del H. pylori. Aunque la mayoria
de los aislados de H. pylori aln son susceptibles a la amoxi-
cilina, la resistencia a este antibiotico esta emergiendo en
aislamientos clinicos, especialmente en paises donde este
antibiotico se distribuye ampliamente en la comunidad sin
formula médica'®. Hasta el momento el mecanismo molecu-
lar subyacente a la resistencia a la amoxicilina solo se ha
identificado para unos pocos aislados de H. pylori resisten-
tes a amoxicilina; en estos aislamientos la resistencia estuvo
mediada por mutaciones en el gen que codifica PBP1A.

Las proteinas de union a la penicilina o PBP son un grupo
de proteinas que se caracterizan por su afinidad y union a
la penicilina, son enzimas que participan en la sintesis y el
mantenimiento de la capa de peptidoglicano de la pared
celular bacteriana'®, y es importante tener en cuenta que
hay 2 tipos: PBP1A y PBP2A’. La resistencia se produce a
través de modificaciones en las proteinas de union a la peni-
cilina (PBP), lo que conduce a una disminucion de la afinidad
por el medicamento. Estas modificaciones incluyen mutacio-
nes y/o mosaicos en PBP2X y PBP2B, asi como en PBP1A para
los aislamientos altamente resistentes’.
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Tabla 5 Descripcion de las mutaciones en ADN en las secuencias de pbp7a-1 en los aislados de H. pylori

H. pylori 26695 Cambio
Codon-i AAi ADN Codon-f AAf Mutacion R %
TTT F T373C/T375C CTC L F125L 6 60
ATT I A235G GTT \' 179V 4 40
Total 10 100

AAi: aminoacido original codificado por codon-i; AAf: aminoacido codificado por el coddn-f; Codon-f: secuencia del codon mutado en las
cepas resistentes de H. pylori; Codon-i: secuencia del codon original en la cepa de H. pylori 26695; R: nimero de mutaciones observadas

en la muestra.

Los estudios orientados a evaluar la susceptibilidad de H.
pylori a amoxicilina en Colombia son escasos; estos difieren
en la metodologia de analisis de la susceptibilidad y en la
prevalencia de la resistencia. En esta investigacion la pre-
valencia de la resistencia a amoxicilina en los aislados de
H. pylori provenientes de la poblacidn de Taquerres fue del
5.4% (8/147), valor muy similar a los reportados en estudios
previos; en la ciudad de Bogota fue reportada la propor-
cion de la resistencia del 7% (6/84) mediante la técnica de
difusién en disco'®, y del 3.8% (3/79) mediante la técnica
de E-test'', y contrasta con lo reportado en aislados de H.
pylori del eje cafetero (Armenia y Pereira), donde no se
presento resistencia a la amoxicilina'. Estos registros mues-
tran variacion geografica de la prevalencia en la resistencia
a amoxicilina en Colombia, donde los contrastes en la pre-
valencia de la resistencia pudieran ser explicados por una
mayor exposicion al antimicrobiano'’-'8.

En los aislados resistentes provenientes de la poblacion
de Tuquerres se encontraron variantes y cambios de ami-
noacidos polares sin carga F125L, 179 V. Si bien la asociacion
de estas mutaciones pudiera estar explicada por su presen-
cia proxima a los sitios de actividad enzimatica SKN368-371,
SNN433-435, KTG555-557 de la proteina PBP localizados
en la region C-terminal, donde las mutaciones provocan
cambios conformacionales en las PBP que disminuyen la afi-
nidad de unién a la amoxicilina, dando lugar a fenotipos
resistentes'?, también pueden asociarse a la presencia de
mutaciones como A296V, A494H, A541M, Q572G en gen pbp2,
A499V y Q536L en pbp3, los cuales se encuentran fuera de
las regiones evaluadas en este estudio?®?'.

A pesar de que las mutaciones en el gen pbp7a se aso-
cian con resistencia a la amoxicilina en H. pylori, existen
otros genes que pudieran ser responsables del fenotipo resis-
tente, como la presencia de mutaciones en el gen hopCy la
delecion en el gen hopB de H. pylori codificante por pori-
nas, que al presentarse permiten a la bacteria sobrevivir
a concentraciones de 125mg/l y 250mg/l de amoxici-
lina respectivamente?. Adicionalmente, si los cambios son
simultaneos a mutaciones en el gen pbp1a se observa cre-
cimiento de la bacteria hasta concentraciones de 400 mg/l
de amoxicilina, lo que sugiere un efecto aditivo?. Entre
las caracteristicas asociadas a la resistencia se encuentra
la presencia de betalactamasas, como describe una investi-
gacion en la cepa de H. pylori 3778, donde se encontro un
producto idéntico a beta-lactamaseTEM-1 (GenBank acces-
sion: EU726527) que permitia a esta cepa crecer en medios
con concentraciones de amoxicilina mayores 256 mg/1%*; la
resistencia a la amoxicilina es poco probable que se dé por
bombas de eflujo, debido a que este antibidtico presenta

una hidrofobicidad muy baja, lo que es un requisito indis-
pensable en farmacos que son sustratos de este tipo de
estructuras®.

Esta investigacion constituye el primer reporte sobre
las mutaciones en el gen pbp7a en aislados de H. pylori
provenientes de las poblaciones de Tuquerres; se encontra-
ron mutaciones no reportadas en investigaciones previas. A
pesar de estos resultados se sugiere evaluar el efecto de las
mutaciones en disefios de mutacién dirigida o modelacién,
con el fin de identificar su verdadero aporte a la resistencia
a amoxicilina.

Fortalezas y limitaciones del estudio

El objetivo de este estudio fue caracterizar las mutaciones
presentes en el gen pbpla y su posible asociacion con la
resistencia a la amoxicilina in vitro en pacientes de la pobla-
cion de Tuquerres, ubicada en los Andes de Colombia, con
prevalencia de H. pylori (>80%) y alto riesgo para el des-
arrollo de cancer gastrico usando técnicas de identificacion
microbioldgicas y moleculares de H. pylori, que permitieron
una mayor seguridad de los resultados obtenidos, aunque
se requieren estudios en los cuales se evallen aislados de
las diferentes regiones de Colombia o también de diferen-
tes regiones del mundo, con el fin de identificar mutaciones
propias de las cepas circulantes en el medio y su asocia-
cion no solo a la resistencia a amoxicilina sino también a
otros farmacos empleados en la erradicacion para disminuir
el fracaso del tratamiento.
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