=

|
Encuentro
XXVII Encuentro de Jovenes Investigadores de JOVENES
1 al 4 de octubre de 2024 | Santa Fe Argentina I INVESTIGADORES

DETECCION POR ASP-PCR DE MUTACIONES
RESPONSABLES DE RESISTENCIA A
CLARITROMICINAEN HELICOBACTER PYLORI

Angela Boretto
Becaria de Iniciacion a la Investigacién, Cientibeca, Edicion 2023.
Laboratorio de Practica Profesional de Bioquimica, Hospital José Maria Cullen.
Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas, Universidad Nacional del Litoral.

Director: Dr. Fabian A. Tedeschi.
Co-Director: Dr. Fabian E. Zalazar.

Area: Ciencias de la Salud

Palabras claves: Helicobacter pylori, Resistencia a Claritromicina, ASP-PCR

INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo gram-negativo, curvado y microaerofilico que
puede encontrarse en la mucosa gastrica del estbmago humano por su capacidad de
sintetizar y secretar la enzima ureasa que modifica el pH gastrico, generando condiciones
permisivas para la colonizacion. Se considera que podria ser el patdgeno gastrico de mas
amplia distribucion mundial, aceptado como agente causal de gastritis cronica,
enfermedad ulcero péptica y como un factor etiolégico en la secuencia que conduce al
carcinoma gastrico. A pesar de la alta prevalencia de la infeccion, (que en algunas
regiones alcanza al 90 % de la poblacién) s6lo una minoria de los individuos infectados
evoluciona hacia una enfermedad maligna. Esto podria deberse a la presencia de factores
de virulencia especificos de la bacteria (por ejemplo los productos de los genes cagA,
vacA. CagA y OipA), a la diversidad genética de diferentes cepas y a factores inherentes
al huésped. (Bucci P. 2023) En relacién al tratamiento la claritromicina (o levofloxacina),
amoxicilina y un inhibidor de la bomba de protones son las drogas mas recomendadas
como terapia de primera linea, aunque la eficacia de estos regimenes terapéuticos ha ido
disminuyendo, principalmente por la creciente resistencia a antibidticos. La erradicaciéon
es variable segun la regién debido al aumento de la resistencia a claritromicina, como
consecuencia de mutaciones puntuales en el dominio V del gen 23S ARNTr siendo las mas
prevalentes en todo el mundo las A2142G y A2143G. En 2017 la Organizacién Mundial de
la Salud incluyé a H. pylori en su primera lista de «patégenos prioritarios» resistentes a los
antibiéticos. Ademas, segun las recomendaciones del Consenso de Maastricht VI, el uso
de las terapias de erradicacion de la infeccién debe estar respaldado por estudios de
prevalencia de la resistencia a los antimicrobianos en cada region. EI mismo consenso
internacional, propone a las pruebas moleculares como alternativa diagnéstica para
determinar la resistencia de H. pylori en biopsias gastricas. Sobre esta base, el monitoreo
de la prevalencia de la resistencia a antibidticos adquiere una significativa relevancia para
la préctica clinica. Si bien hay estudios que abordan la prevalencia de resistencia a
antibiéticos tanto en Latinoamérica, como en nuestro pais, todavia son escasos los
reportes publicados, a nivel molecular, sobre la evaluacion de mecanismos de resistencia
de H. pylori a distintos antibigticos. (Baroni, MR 2018)
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OBJETIVOS

Objetivo General:
- Abordar aspectos moleculares de la patogénesis y mecanismos de resistencia a
los antibidticos en la infeccion por H. pylori a fin de consolidar en nuestra regiéon
una linea de trabajo sobre el tema.

Objetivos Especificos:
- Detectar molecularmente la presencia de la bacteria H. pylori en muestras de
biopsias gastricas.
- Realizar una genotipificacion en funcién de genes de factores de virulencia.
- Analizar la presencia de las mutaciones A2142G y A2143G en el dominio V del
gen 23S ARNr de H. pylori.

METODOLOGIA

Pacientes y muestras:
Para la seleccion de pacientes aptos para la presente investigacion, se tuvieron en cuenta
los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

- Criterio de inclusion: pacientes a los que se les haya indicado estudio endoscopico
digestivo alto, por sintomas como: ardor, pirosis, dolor abdominal recurrente,
pérdida de peso o intolerancia selectiva a ciertas ingestas.

- Criterio de exclusién: Pacientes que hubieran recibido en los udltimos 15 dias
terapia con antibiéticos, antagonistas de receptores H2 e Inhibidores de la bomba
de protones.

Se procesaron 81 muestras de mucosa gastrica de pacientes sintomaticos atendidos en el
Servicio de Gastroenterologia del Hospital “Dr. J.M. Cullen” (Santa Fe), con indicacién de
fiboroendoscopia digestiva alta, que hayan dado su consentimiento informado para el
estudio. Se cuenta con un Formulario de Consentimiento Informado y una Ficha
Epidemiologica para cada paciente. Los profesionales médicos encargados de las
endoscopias, tomaron 6 muestras de la region antral y cuerpo del estdmago de cada
paciente: 2 para el test de ureasa rapida, 2 para el examen histolégico y 2 para el analisis
molecular. Se registrd: género, edad, diagndstico anatomopatolégico y endoscoépico de
cada paciente. Para el test de la ureasa rapida se colocaron las dos primeras muestras de
biopsia en caldo de urea de Christensen al 2% con el agregado de rojo fenol. El andlisis
histolégico (llevado a cabo por el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital “Dr. José
Maria Cullen”) incluy6é coloracién con Giemsa para detectar H. pylori, asi como una
evaluacion de las lesiones en la mucosa gastrica.

Extraccion y purificacion de ADN:

Para la extraccion y purificacion de ADN de las muestras, se llevd a cabo un protocolo
basado en el tratamiento de las mismas con Proteinasa K y posterior extraccion por
solventes. Las muestras de ADN se conservaron a -20°C hasta su uso en las distintas
reacciones de amplificacion.

Identificacion molecular de H. pylori por amplificacion del gen hsp60:

Para la deteccion de H pylori, las muestras de ADN obtenidas de biopsias gastricas fueron
sometidas a amplificacion por una PCR, utilizando oligonucle6tidos especificos de
secuenciapara el gen hsp60 y reactivos comerciales.
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Amplificacion por PCR de punto final de secuencias correspondientes alos genes de
factores de virulencia de H. pylori:

En aquellas muestras positivas para H. pylori, se procedié a evaluar el perfil de factores de
virulencia correspondiente. Para esto, se realiz6 una PCR mudltiple de punto final para
analizar los genes cagA y vacA, y una PCR de punto final individual para la deteccion de los
genes babA2 y OipA.

Deteccién de mecanismos de resistencia a claritromicina:

En las muestras positivas para H. pylori se evaluo la presencia de mutaciones responsables
de resistencia a claritromicina. Estas fueron analizadas por amplificacion, por una variante
de la PCR conocida como Allele-Specific Primer-PCR, utilizando un juego de primers que
-en un solo tubo de reaccién- (Multiplex PCR) puede detectar y distinguir la presencia de las
mutaciones A2142G y A2143G, generando un solo fragmento de 576 pb en ausencia de
mutaciones y 2 fragmentos en presencia de mutaciones (439 pb + 576 pb, para el caso de la
mutacion A2142G y de 171 pb + 576 pb en el caso de la mutacion A2143G).

Andlisis de los productos de amplificacion en las PCR de punto final:

En todos los casos, los productos formados se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa tefiidos con un colorante fluorescente apropiado, en presencia de 2 marcadores de
tamafio molecular.

RESULTADOS

Para la deteccién de H. pylori en muestras de mucosa gastrica se utiliz6 una PCR que
constd con dos rondas de amplificacién de secuencias del gen hsp60 (Nested-PCR). Las
muestras positivas, generaron un fragmento de 590 pb en la primera ronda de amplificacion
y uno de 501 pb en la segunda, con el uso de un par de oligonucleétidos de apareamiento
interno de la primera secuencia seleccionada. (Figura 1).

La especificidad de la reaccion fue evaluada
previamente utilizando muestras de ADN de
microorganismos no relacionados (S. aureus, S.
pneumoniae, E. coli) y de ADN humano. Los

resultados de la Nested-PCR fueron tenidos en
156 | cuenta en conjunto con los resultados del test rapido
de ureasa y del andlisis histolégico. En base a éste
analisis, se consideraron como muestras H. pylori
(+) a aquellas muestras de pacientes con resultados
positivos en al menos 2/3 de las pruebas
ensayadas. Este criterio permitié seleccionar 44
muestras de pacientes, quienes tuvieron un

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa de
productos de amplificacion del gen hsp60 de

H.pylori diagnostico de Gastritis (con distintos grados de

Calles: 1.8 Primera ronda de PCR, severidad, de acuerdo al analisis histolégico
M: Marcador 50 bp (InbioHighway), realizado por el Servicio de Anatomia Patolégica del
CN: Control Negativo Hospital “Dr. J.M. Cullen”). Histolégicamente se

pudieron observar 2 grupos de pacientes: a)

Pacientes con Gastritis Cronica Leve (GCL) (n=14) y
b) Pacientes con Gastritis Cronica Moderadas (GCM) (n=30). En cuanto al género, el 71%
(31) y el 29% (13) fueron mujeres y hombres, respectivamente. Al analizar los genotipos
presentes en las muestras H. pylori (+), se detectd el gen cagA en un 48% del total de los
pacientes con gastritis cronica. Ademas, la totalidad de los pacientes presentaron el gen
vacA, en distintas variantes y combinaciones: el 66% correspondio a la variante vacAsiml,
vacAslm2 a un 23% seguida por vacAs2m2 en un 11%. No se encontraron variantes
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vacAs2ml. En cuanto a la deteccion del gen Oip se obtuvo un 75% de positividad, mientras
que el gen babA2 estuvo presente en el 48% (21) de las muestras analizadas. La Figura 2A es
representativa de los resultados de la PCR Mudltiple para los genes cagA y VacA
encontrados en distintos pacientes.

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion.
A) Mdltiplex PCR para genes cagA y vacA de H.pylori. CR: Control de reactivos; M: Marcador 50 bp (InbioHighway);
. B) ASP-PCR . WT: muestras sin mutaciones detectadas; Mut A2142G y Mut A2143G: Muestras presentando las
correspondientes mutaciones; CR: Control de reactivos; M: Marcador 100 bp (InbioHighway)

Utilizando la metodologia propuesta en

Tabla 1: Asociacion entre factores de virulencia y mutaciones puntuales en el gen

este trabajo (Allele-Specific Primer-PCR) 235 de ARNr en Helicobacter pylori

se detect6 un 29% de mutaciones en las _ 7 Mutaciones

muestras analizadas. La Figura 2B es un  joene ™ — 08— M O e

ejemplo de estos resultados. 1 + 1 1 + + + :
. 2 + 1 1 + + +

En la Tabla 1 se presenta la frecuencia 3 5 ] 1 r r

de genotipos (en relacién a factores de s : - = * : :

virulencia) en las muestras que 6 + 1 2 + s

presentaron mutaciones responsables . . = o . . . .

de resistencia a claritromicina 9 + 1 1 - + + .

El genotipo llamado “triple virulento” - : = - : : N .

cagA(+)/ivacAsiml/babA2 se encontrd en un 132 : i 1 : : :

69%  mientras que cepas
{cagA(+)/vacAs1m1/babA2/Oip}, “ cuadruple
Virulentas” representaron un 61,5% de este grupo. Ademas se observd que los pacientes
que portaban cepas resistentes con tres o cuatro factores de virulencia presentaban GCM.

CONCLUSIONES

Utilizando la metodologia seleccionada, se pudieron identificar mutaciones responsables de
resistencia a claritromicina. Ademas, en las muestras estudiadas presentando mutaciones
A2142G y A2143G, se evidenciaron pacientes con genotipos altamente virulentos. Al igual
gue en nuestros trabajos anteriores los resultados aportarian informacion valiosa que
combinada con los datos proporcionados por anatomia patolégica resultarian en una mejor
identificacion de pacientes portadores de cepas virulentas y resistentes y de esta manera
instaurar una terapia adecuada para prevenir la aparicion de lesiones severas a nivel del
epitelio gastrico.
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