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RESUMEN 

Méndez, E., M g u e z ,  H. 
Anábk de la secuencia del gen &A en cqm de Helicvkter pviori sensibles 
y resistentes a metronidamle aisladas en Costa Rica 

Tesis Microbio-- San José, C.R: 
E. Méndeq H. W g p z ,  2003. 
22 h.: 3 il, - f 9 re&- 

ffe~icobacter @or¡ ha sido reconocida como el principal agente causal de úloaas 

pépticas y mtis cr6nicas, así mismoy como el mayor f&hr de riesgo para el 

desudo  de &m @siricos. La diCBCi6n de esta bacteria es dif?d, sin embargo, 

se han realizado combimuones de drogas que alcanzan nivdes e l e s  de 

erradicaci6n. Una de estas drogas es el meñwidazole para el sial se hao .pdado altos 

niveles de r&stacia en los úItñnos &íos. 

Colno objdvo principal de este trabajo se plante6 aoalizar la -a del $eil múrk, 

involucrado en la reduccih del ~ n i d a a o l e ,  en cepas de H. sensibles y 

resistentes aisladas en Costa Rica, con el ñn de detezminar los i.ipos de d o n e s  que 

presentan y relacionada con su con-cih mínima inhibitoria (CIM). 

El gesi núrA se amplificd mediante la técnica de reacción en cadena de la pohenisa 

(PCR), p o ~ o n n ~ t e  se secueució y se radia5 la cxmpmión de las seclieacias de las 

cepas en estudio con la de la cepa control. AdemBs, las d a s  obtenidas se 

oompannraiowiladedoscepassensbllesydosres~reportrdasenlalitaaana 

LosresultadosobtenidosmuestranquelascepardeHpSuñpGseiltanregi~enla 

secuencia del gen &A muy conmadasy en las d e s  las mutacianes puntuales 

obseMsdas soni cotnuues tanto para l a scepas~ teu tes  couiopamlas sensibles. Por 

otra parte, las cepas resistentes estudiadas presentan tres regiones ea su secuena'a donde 

las mutaciones observadas provocan cambios en la esi~ctura seumdaria de la pratelna 

RdxA, lo que podría conducir a la pérdida de su capacidad de redusxab del 

metronid8u)k Sin embargo? estos cambios no tienen una mlací6n dg-eda con las CIMs 

de las d i f m e s  cepas estudiadas. 
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HeIico6acter pylorí es una bacteria Gram negativa, flagdada que míde entre 0.3 y 1 .O pm 

de ancho y eotre 1.5 y 5.0 pm de largo, presentando forma variada; es micmamñli~~ y está 

presente en La rmxcosa ghhica de los seres humanos (Wang et aí, 1998). Esta badieria ha sido 

reconocida C O ~ O  el principal agente causal de úlceras pépíicas, gastritis cdhicas (tipo B), 

donde también se encuentran asociados el est& y los agentes químicos. As4 mísmo, se 

d d a r a o o n t ~ , e l m a y o f ~ m d e r i e s g o p a r a d d ~ U o d e ~ ~ ~ d i a i b r o d e  

los cuales est.611 el MALTma (del inglés mucosa-amciated iympboid tissue) y el 

admocarcjnoma gtktrico, que es el d o  final de una mflmaci&n arínica a esta 

bacteria (Blasc~. 1 998, BayerdGrfw et al 1 995). 

La prevalencia de esta bacteria se ve inhc iada  por el estado s o c j m o o  y la 

residencia en países en vias de desarrollo, en donrle entre el 70% y el W !  de la pobW6n son 

pcn%dores y casi todas estas personas adquieren la bacbxia antes de los 10 Mas de edad. En 

paises desamUados se han descrito prevalmcias entre 25% y SO0/$ siendo mayor ea peasonas 

de edad avanzada En general, la prevalencia aumenta darme baga el nivel smbeambmiico 

tanto en países en vfas de desamllo como en países desamtlados, siendo el luchami- y 

ias condiciones SBmitarias pobres los principales fktmes de riesgo (Gonzaga et al, 2000). 

CostaRieaesunodelospaisesconmay~re~tasasdemci~decsnrCer~~~enel  

mundo, donde H. ha sido aislada de biopsias ~ k a s  de pacdeades dispépticos y en 

estudios saológicos, tanto de personas sanas como de persatias coa problemas gástncos, se 

han encontrado titulos de anticuapos elevados que aumeritan gradualmatte con la edad de los 

@entes (Sierra et al, 1998). 

La erradicación de esta bacteria es dificil y ninguno de los batamhtos a a d n m t e  

u t i ~ o s  ha podido alamar una elllninación en el 1W! de los casos. Sm embargo, se han 

realizado combinacaones de drogas que al- niveles aceptables de earadicación, simdo 

los de al meaos un 90% los que se u t i b  en la práctica ea estos momentos (de Boer et d., 

1995). Estos amtibióticos al erradicar la bacteria cundueen a una Ii.,greSón completa en las 

lesíones en la mucosa gástJica. Dentro de los esquemas tempéuticos utüizados se encuentran 



aquellos ea los que se utilizan dos o tres antibióticos jiinto con un mhibidor de la bamba de 

protones, camo es el omepmle (Gonzaga et al., 2000). 

H. pylori es una bacteria que muestra una gran variabilidad genética y fbmtípica, 

incluyendo su wscepti'biilidad a los antibi6ticos, lo cual condhiye un factor esencial en la 

deñnici6n de un tratamiento que práeoda d c a r  a la bacteria de la mmsa ghstrica. El 

conocimiento a la wsxptióilidad a los antibióticos de los &lamientos de H. d o n  ea una 

re@r)n geográfica detemínada peanitirs deñuir d e s  ant%i~*cos t d a n  una mayor 

eficacia eri un esquema tempbtico de erradicaci6n (Ávalos-~iugliadli e% al, eo prensa). 

Dentro de los antii6ticos utilizados están el metronidau,le, la dañtmmi<ana y la 

amoxicha, los d e s  tiene difbmtes mecanismos de aEclión amtra dicha bacteria 

Actwhnente, muchas de estas bacterias han desarrollado mecamsmoS de resistRacia contra 

estos antibi&ticos, causando fáílos en los esquemas de tratamiento. las difkrentes mecanísmos 

por medio de kis d e s  H. pylori ha desamllado resisteocia contra estos aotiaIi6ticos se 

esiudi6 ea el presente trabajo, txmekiomdo los d t a d o s  obtenidos ea las cepas 

costarricenses con las cepas ya estudiadas eo otros paises. 

Mecanismos de resista* a antibi6ticos en H-pylonL 

El hecho de que H. &ori esta muy asociada con la aparición de úlceras pépticas y &cm 

gásírico ha llevado a la búsqueda de diferentes trafamieotos para eimimda Muchas terapias 

han sido probadas, llegando a la conclusión de que la ambhmeión de difimates drogas es la 

que ha dado los mejores resultados. 

Una de las drogas que se ha usado constantemente en los diíkmtes tratamientos son las 5- 

nitroimidazoles, pñocípaZmeaite el tínidazole y el rnatronídiimle. E.stas mismas han sido 

utkadas en el &atamiento de bacterias anambias e infixciones par pmtmmiosOS Otras dos 

drogas que han sido utilizadas con éxito en estos años han sido los maaólidos (díuitmmicina) 

y los ~-lackhicos (amoxi&). 

ÚItimamente el uso de una bomba inhibidora de protones junto ccm la dañtromicha, 

~ n i d a z o l e  y mnoxicilúia ha nupresaitado la mejor combimdm de drogas para el 

tratamiento de infdones por H. pyion. El fiiJlo en este .tratamiento se ha debido a la 



aparicibn de -anos de resistmcia a estos antibibticos por parte de la b a d a  (Mkgraud 3 

et al, 2001 ). 

Actividad del 5-nitroiidwle y sus meclinismciis de m&stencU. 

Los 5-nitroímidazoles son prodrogas que necesitan ser activadas dentro de la célula blanco. 

Estar prodrogas tienen un potencial de duccibn muy bajo y son activadas por un p a s o  de 

reduccián de un eleár6a La reducción del gnrpo riitro Ueva a la gmemi6n de productos 

readivos, principhente radicales libes, que daflan estructuras s u b c d u m  causando daño 

y mutaciones en el ADN. 

Algurxos de los productos de reducción son rnu@&Úcos y su íbmacih puede Uevar a la 

genaacidn de radicales hies  seumdarios, los cuales tambíén son dafíhos. Coa la reducci6n 

de la droga, se forma un gradiente de concenñan6n el cual facilita la diñ1sí6n de más 5- 

nidmímidazole dentro de la céNa (Mégraud d al, 2001). 

La base para la toxicidad selectiva de esta droga se relaciona am el potencial redox del 

ambiente intracelular. Las b a b a s  auambias tienen la capacidad &dora para activar 

estas drogas míeníns que Zas bacterias =bias y las células de mamífhx no. El hecho de 

que H. p$on7 una bacteña micmaemdílica, sea susoepti'ble al 5-tÚtmimidazole h e  la primera 

indicación de que el metabolismo de esta bacíeria en &pico. Se sugirió que el mecanismo de 

susceptibiidad y resistencia a esta droga era único, incluyendo procesos tales como el ciclo 

futil, los cuales gaeraban dones superbxido que llevaban a la muerte celular. Sin embargo, 

estudios posteriores danostraron que esta hipótesis no era amecta (Mégraud et 2001). 

H. pylon posee animas con d i h t e s  caracteristiw -bias Una de estas euzknas es 

la pimvato-flavodoxina oxidoreductasa (POffiDAB), la cual en bactaias a m e d k  es 

esencial en la advacibn de este tipo de drogas. Sin embargo, en H. pylors ha sido dificil 

determinar La umhibucíán exacta en La activacibn de La droga y su mktmcia (Mkgraud et al, 

200 1 ). 

Adembs de esta -a exista otras como la 2-oxoghitarao:acepL(# oxidorrecludasa 

(wrDABC) y la flavodoxha VldA) que trabaja siiio ea candiaones anaembias. Ciestos 



estudios asociaron la actividad de NADH axidasa con m-st-a a d d a n , k  (Wth et 4 

al., 1995). Las NADH oxidasas son enzimas que reducen d oxigem molecular a 

peróxido de hidr6geno o agua sin un aceptar de electrones i n t m a r í o .  El gewana de H. 

pyluri no ha revesado ningún gen homólogo al típico de NADH oxidasa, sin embargo, la 

actividad de NADPH ddasa puede estar asociada con &as que m son pñmaríamente 

NADPH oxidasas, por ejemplo flavoproteinas amo akyl bidqxsóxido reductasa, 

tiOC6do~ reductasa, glutatibn reductasa, meKwrio red- y dihidrolipomida 

deshídrog- (Mégraud et al, 200 1). 

Un avance importante en el enteadimiento de la resistencia a S-dazoIe, W o s  en 

sustanciales evi* mdeailares, se dio cuando se d e m d  que rnuiatrianes en el gen que 

codifica por una nitroredudasa oxígeno-insensiile (&A) lleva a un ínacmato en la 

resistencia hacia este antibiótico debido a la inactivaci&n de la ni- (Hofñnan et al., 

1996). Este gen fue identificado de diferentes manems: 1) lmn&mmi6n de cepas Mtz 

susoeyitibles (MW') con c6smidos de cepas Mtz resistentes @4tzR), las cuales fbemn evaluadas 

subclonando y por JXR con secuenciación del ADN. 2) se en@ que Edwrichia coli, 

nonnaimmte M#, se trausfannaba en M~I? por medio de un gen nErA de H. p + ;  3) fa 

introddón del &A en un plásmido, el ami se introduce en uiür cepa de Helicohcterpylon' 

IW? y la convierte en ~ d ;  4) el reemplazo del r&A en cepas MQ por un alelo de mserC6n 

nulo &A::mmR que las transforma en MdC (Goodwin et al, 1998). 

En obo estudio realizado, se estab1ec;ib que la resistencia era debida a una secuencia de 

imexcibn (una nnini-IS605) y a depleciones en el gen &A. Así mismo no se 0 b m 6  ninguna 

mutación en ningún otro posible gen de resistencia (catalas, sqm6xido dignutma, 

flmodoxina, fdax ina ,  piruvato: flavodoxina oxidorreductasa y EA) Ektonces se propone 

Im siguieates mecanismos de inactivacibn del gen &A: mutagams de cambio ea el marco 

de lectura, incluyendo deleci6n de bases y la presencia de una serwencia de imaión (mini- 

IS605) y m W o m  con sentido equivocado (Mkgraud et al, 2001). 

Sin embargo, se ha visto que las mutaciones en el gen ráxA no es el único problema, ya que 

se han encontrado cepas resistentes a metronidmle sin mutaiooes aparentes esi este geo, 

r e f m d o  la idea de que existen m-smos adicionales de resistencia en otros aislamientos 

de esta bacteria ( J d  et al, 1999). Por ejemp10, en un estudio se ímcthmn dibxates genes 



de la bacteria como f l B ,  fmB y r&A observándose diferentes niveles de resistencia, 

consistentes con observaciones clloicas (MB@ et al, 2001). 

La resistencia a 5-nitroimidazole está ampliamente distn'buida. En los paises desarrollados 

varia entre el 10% y el 50°/i mientras que en los paises en vias de ~ l l o  podria pensarse 

en un 1W/o. Parece sea debido al uso de ese antibiótico en Uiféccaones ginecológicas y 

dentales, así como en infecciones parasitarias. Sin embargo, los redados .pueden estar 

ampliamente infiueociados por el método de p e b a  de susceptibilidad utilizada (M- et 

ai, 2001). 

Los genes r&A de las cepas Mtzs y las cepas M d  difíaen el uno del otro por una a tres 

sustituciones de pans de bases. Norrnaímm los genes ntxA típicos de aislimientos 

separados, difieaen en apmximadamente 5% en su secuencia de ADN. La qarici611 de cepas 

M& se debe más que todo a nuevas mutaciones (mutaúones novo) m& que a tnmsferencía 

h b n t a l  de los genes, por lo tanto la actividad del gen &A es sumamente importante en la 

actividad de este mtibicjtico (Goodwin et al, 2998). 

E3 &A es un homólogo de las &redudasas clásicas de las bacterias a t t á i c ~ s ,  pero 

difieren en el contenido de cisteha (6 vrs 1) y en el punto isoelWc0. Se cree que mucbas de 

las mutaciones en r&A han sido seIeccionadas debido al uso del metrouidamie en otras 

infkcciones (Goodwin et al, 2998). 

La toxicidad del rnetronidamle en H, pyfon puede dependa de la reducción de su gnrpo 

nim y de o tm compuestos incluyendo la hidroximina Esta ultmur es patticularmente 

dañina para m a ~ ~ m o l M a s  tales como el ADN y las protdnas. Baja adiciones aer6bicas o 

rnicroaeroñlicas, el oxígeno molecular puede collvertir el Mtz reducido a su compuesto 

original por medio de un proceso llamado ciclo W, que d a h m t e  gaiari aniones 

superóxido eu lugar de liidroxilamina. Se ha demostrado que la, ebi imeih de la cepa 

silvestre de H, pyfon es debida a la reduccián del Mtz a hih- por parte del r& 

(Hof16man et al, 19%). 



La amoxicilioa es el único p-lactamico usado para infecaaoes por H. pylorí y esests 

incluido en la m a y a  de los regímenes tmí@tícos. Esto se debe a su muy baja 

wcentraci6n míMma inhibitoria (CM) contra esta badena, usdmm& < 0.03 @¡ni. Hasta 

hace poco tiempo, nadie peasaba que existían cepas de esta M& resistentes a amoxicilina, 

pero poco a poco han venido aparecieaido cada vez más (Uégmd d d, 2001). 

Este mecanismo de mistencia puede ser transhido de la cepa d e n t e  a la cepa 

suxeptióle por hranJfonnacibn natural del ADN a una h e n c i a  de esto lleva a la 

produocibn de cepas resistentes estables para las cuales las ClMs kmn 400 veces mayores 

que para las suscqtibles (Mdgraud et al, 2001). 

Grados variables de resistencia cruzada con otras penicilinas se han obsefvado en cepas 

resistentes a a m o x i a i  Se ha observado que cepas con C M  de amoxicib >32 &ml 

también son resistentes a otros &lactámicos, mimtm que leLs gue t h a  CIMs de apenas 

2Mml no (Mégnabd d al, 2001). 

Las bactak Gtrmi negativas son m&entes a estos mtibidticos porque producen una P- 
ladamasa, ya sea gomosómicamente codificada o mediada por plssmidas. En H. pylon' la 

resistemia a amoxicilina no puede ser a;tn%uida a la adquisicióai o easpsi6n de una 8- 
ladamasa, debido a que ningún gen para 8-ladamasa fue emm@do en las dos cepas 

securaiciadas (Megraud et al, 2001). 

Otros m e c a n i m  de resistencia para este t i p  de antibióticos inciuyen la altsracibn & las 

PBPs (penicillin binding proteins), la disminuci6n de la pemdilidad de los d i á t i c o s  en 

la pared celular de la bactenena o una combinacibn de los dos. Estudios en Non sugiereai la 

&emh de tres principales PBPs (PBP1,2 y 3) con pesos molecuw de apro-mente 

60 kDa. En un estudio se encontrb que la r e s i s t e  a amoxicilina era dependiente de una 

PBP i n m e  (PBP-D) con una masa molecular de 32 kDa y una muy baja afinidad a 

 amo^^ ( D m  t% al, 1999). Posteriormente, se demostr6 que una mutzsih puotual en el 

gen pbpla estaba asociado con la resistencia estaóle a amorOcálina Sin embargo, la 



prevalencia de la resistmcia a amoxicilina todavía se mantiene extremaóamente baja en la 7 

mayoría de los paises (Kusters et al, 1999). 

Actividad de los madlidos y los mecanismos de resíshcia. 

Los macr6lidos son Iitzuatemmte usados en combinación con dnrs antimiapbianos para 

el tratamiento de mfdmes con H. don '  (Mégraud et al, 2OOl). 

La actividad de un macr6lido depende de que este pueda pewtm la célula bacterima y se 

una al ribosom8 El sitio blanco es un dominio del ARNr 23S, la peptidil tríu~- en el 

daminio V. El macrólido traba el dominio V mMéndolo a una mtempci6n en la 

elonga~ión proteja, causando que la bacteria no pueda sint& protehas (Mégraud et al, 

2001). 

El meamismo que está mvolucrado en la resistencia de maa3Iidos de H. pyloti es m punto 

de m W 6 n  (ad-a) en dos posiciones, 21 42 (A21 426) y 21 43 (A2143G). Otras 

mutaciones han sido descritas in vitro como A2142C, A2143Cp A2142T y A2143T. Sin 

embargo, estas cepas mutantes presentan inestabilidad y tienea una tasa de gecimiento 

diminuih A d e d  la cepa con la mutaci6n A2 143T presenta una C M  & sólo 0.5 pg /u& 

esto puede debease a que el cambio en la secuencia de nuclebtidas en este csso induce un 

cambio de energía libre y de conf&ón mayor en el ribosama que el que genera la 

mutación A2142G y A2143G, el cual tiene un impacto en la daptaeión de la bacteria 

(Mégmd et al, 2001). 

H. pylori presenta dos opemnes ARNr 235, con mutaciones resiste~~tes que se presentan 

usualmente en ambos. Esto mdica que la mutación ocurre espontánmte y es sel-nada 

después de la exposición a la droga (Mégraud et al, 2001 ). 

La mayoría de mutaciones se pmmtan en un único punto, ya sea A2143G, A2142G o 

A2142C. En Las cepas resistentes a eñtmmicina, la mutaci6n m8s íhxmmmeate aamtraáa 

es la A2 143G, seguida por A2 142G y en menor í k c u d  A2142C wang y Taylor, 1998). 



La CIM de claritromicina para mutantes háerdlogos A2142Cm es mtmnedia entre los Pb 

mutantes bom6logos A2 142C y A2 142T (Wang y Taylor, 1 998). 

La prevalencia de rnutmtes homólogos sobre los heter6logos ea H. d o n  puede dejar la 

alta eficiencia de la recombinación del ADN en estos Mganims. La d ó o  ea una @a 

del gea ARNr 23s puede ser facilmente copiado por el otro gea por una eficiente 

recombinación de ADN homólogos que bajo la presión selediva produce m mutación 

diploide que puede conferir alto nivel de resistencia (Wang y Tayior, 1998). 

El impacto de las mutaciones especificas en las CIMs ha sido estudiado, siendo la mutación 

A2 142G la m$s probable de encontrar en aislamientos para Los d e s  la CIM es mayor que 64 

pghi (-0pp et al., 1998). 

La CIM de las cepas con una mutación de A21 42 a G o C es aho, que las cepas con 

mutación de 2143 tiene un efecto menor en la C M  El metlor incmmto de la CIM fue 

observado de A a T en la posicí6n 2143 (Debets-Ossenkopp á A, 1998). 

Las mutaciones de A2142 a G o C y A2143 a G son estables. Las cepas que contienen la 

mutación de A2 142 a C o de A2143 a C o T presemta una mamada reducción en la tasa de 

crecimiento. Esta reducción fue más prontmhda en lar mutantes can la mutaci6n de A2142 

o A2 143 a T @ebets-Ossaikopp et al., 1998). 

Las CIMs para clariiramícina de las cepas con la mutai6n A2143G exhiben un nmgo desde 

~0.016 a > 256 &ml (Garcia-Arata et al., 1999). 

Las cepas con la mutacib A2143G que presentan un amplio rango de CIM, poMa sugerir 

la presencia de mutaciones que envuelvan uno o ambos operooes ARNr 23s. Otra posibilidad 

es la asociacón con otros mecanismos de resistencia como bombas ATP y genes de canales 

rmiltidroga resistentes (Garcia-Amta et al., 1999). 

Además, se han reportado cepas mutantes con un bajo nivel de resistenaa a tddmmicÍna y 

un ARNr 23s silvestre, lo que sugim que H. ~ l o n  pbableanente emplea un mecanismo 

adicional desam1lado piua la resistencia a cbnitromicina (-cqq, et al, 1998). 



La mutación AZ142G es ligado con alto nivel de resi-a giizada a ma&iidos, 9 

iincosamioa y -togramina y la A21 43G presenta un nivel intermedio de resistencia a 

daritromicina y clindamicina pero no a estreptogmha B (Wang y Tacylw, 1998). 



Actualmente Costa Rica a uno de los países con una de las mayaes tasas de incidencia de 

cáncer gástrico a nivel mundial. H. pylori se ha encontrado en muchas de las biopsias 

gásbicas de pacientes con esta enfeamedad, además estudios seaológicos han mostrado titulos 

de anticuerpos elevados tanto en personas con problemas gasimhteshdes como en personas 

sanas. 

El tratamiento que se administra para la d c a c i d n  de estia bacteria cwsta de una 

combinación de dikentes drogas dentro de las cuales e s t b  el mdrmihle ,  la 

clarítromicíua, la tetmiclina y una bomba inhiiidora de protones. Ei f d o  en este tratamiento 

se ha debido en parte a la aparici6n de mecanismos de r e s i d a  a estos antiiiiltiicos por 

parte de esta bactaia 

Estudios realizados en otros países han demostrado que di& resistencia se debe a 

mutaciones pmides en diferentes genes de H. pylori. 

El presente trabajo pretende analizar las cepas costanicenses de H. &un' pam determinar 

las mutaciones que preseritan con respecto a las cepas de ohros paísq debido a que en nuestro 

país no se han realizado estudios semejantes. 



III. OBJETIVOS 

> Objetivo General 

Analizar la secuencia del gen r&A en cepas de Helimbmter Mari sensibles y ~~ al 

Mebrcmidazol aisladas en costa Rica 

1. Estaodarizar las condiciones para le amplificación M geo rdxA mediante la 

técuica de reacción en cadeua de la poümerasa (PCR). 

2. Amplificar el gen r&A a partir de cepas de H. p$mi seasiies y resistentes al 

Metnwidazol. 

3. Seaenciar los poductos de PCR obtenidos. 

4. Com- las secuencias de las cepas ea estudio con la d a  de la cepa de 

refixencía H. pylorí J99. 

5. Establecer la relsi6n entre las mutaciones encontradas y la CIM que presenta 

cada cepa Iespedvamente. 



W. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. ADN 

Cuadro 1 .  C q m  de H. pylori sensióles y resisteates al mtronidazole en estudio 
y su patologia asociada 

Cepa Origen Patología CIM Ctpr CIM 
Mtzolgfml) Mtz@gml) 

J99 - control 98-0518E 26 
- 

Alltm 
Antro 
Antro 
Antro 
Antro 
Antro 
Antro 
Antro 

G.C. 
G.C. 
U.D. 
U.D. 
U.D. 
G.C. 
U. D. 
U.D. 

G.C.: Gasbitis crónica; U.D.: ulcera duodenal. 
NoW Las cepas JW y CCUG38770 corresp<Hiden a los cantrdes sensible y misíente respecti-. 

E3 fiqpento &A fue obtenido mediante reacción en cadena de la polimecasa (PCR) 

utilizando los pñmets rdxA-F (5'AAmGAGCATGGGGCAGA3') y rdxA-R 

(SeGAAAC-GAAAACACCCCT3') de acuerdo a la metodología descrita @ebets- 

Ossenkopp, 1999). Se ut&b 2 pL de ADN en 50 Cú, de la meada de reaa56n u ~ ~ i e n d o  20 

mM Tris HCI @H 8.3), 50 mM KCI, 2.5 jiM de MgQ, 0.01% Tween 20,400 pM de 

cada deoxinudeotido irifosfkto (dNTPs), 0.5 pM de cada primer y 1.5 U de Taq ADN 

pohmrasa recombinante (Ampli Taq, Rocbe Molecular Systems, Inc., Bmá~burg, New 

Y-). La amplificación fÚe realizada en un tmociclador Pekm Eher Caie Amp PCR 

System 2400, progmmdo con una d-ón previa & 2 minutos a 94" C, seguido de 

35 ciclos, cada uno con 94" C por 30 segundos, 55" C por 30 segundos y 72" C por 30 

segundos. Al d u i r  los ciclos se reatizaba un post PCR de 72" C por 5 mi~~~tos.  



Los productos de PCR k m  visualizados mediante una e l ~ ~ s  ea un gel de 1.5% de 

agarosa m b m m  de etidio (0.5 pg/ínl). 

Los productos de amplificaciión seleccionados se pLnificatm y searenciaron d h c i a m e  

mediante stmmwón cíclica empleando el a m . .  de reactivos BigDye Teammators Kit 

(Applied Biosystm, C C a l ~ a ,  Estados Unídos), siguiendo las u mes del fbbricante. 

Las secuencias de nucldtidos fueron determinadas en un secuesiaador ABJ PRlSM 388 

(Applied Biosystems) disponible en eí Centro de InvdgaCa6n en Biología Celular y 

Molecular de la Uníversídad de Costa Rica, y analizadas cori el programa Bio Edit 

@Ml,T.,1999). Las secumcias fueron comparadas contra la seumcia de la cepa J99 en 

www. tigr. org. 



Se realizó la amplificación del gen rdxA signia~do la técnica de PCR descrita anteriormente y 

utilizando como control la cepa H.py1ot-i J99 (ver figura 1). Se obruvo un producto de 

aproximadmente 850 pares de bases, cuya identidad fue conhada mediante secuen&ación. No 

se obfiivo prod~ido de PCR de las cepas 202-04 A, 980604 H, 98051 8 E, 228-06 A y la 229-04 

A. 

Posteriormente se realizó h secuenciaci6n de los productos obtenidos de€ PCR para deteminar 

los cambios que podrían estar relacionados con la resistencia a metmnihle de las cepas de H. 

pyion en estudio. Las secuencias de las cepas 327-06 A y la 98 t 023 F no pudieron ser obtenidas. 

Se comparó las secuencias de dos cepas sensibles d Mtz (NiTCl I638 y S%95), dos cepas 

resistentes (NCTC'I 1637 y ATCC43504) descritas en fa Eteratwa y las oepas en estudio con la 

sec~~encia de la cepa control. Posteriormente se veriña5 cuales cambios en Ia setalacia de 

nucle6tidos cmzducen a mnbios en la secuetlcia de arni11dcidos que constituya1 RdxA (ver 

fiw 2). 

Et1 las cejm oepasl estudio se presentaroii a11bios eii ar~~zo&&dos de la sam~ia de 210 

aminoácidos qiie constituyen la proteína RdxA; cumo se mueshan en d cuadra 2, en 

compmcidn con la sec11encia de la cepa J99. 

1 2 3 4 5 

Figura 1. Amplificaci6n del gen rdxA en sepas de Helicf>hacfer pyIc~n aisladas m Costa Rica 



70 SO 90 100 
I I I I 

DLf(KU1AAHS YLRNEEMIKSA SñLMWCSLK PSELLPTSHY 
--------m- ------- e- ---------- -""-------- ---------R ------ HG- - 

H-R* 
HC- - 

-"---m---- - - - - - -  HG- - 
- - - -mms-m- --m---m- YC- - 

HG- - 
---------- ---------R -m---- m- - 

HG- - 

110 
I 

MQNLYPESYK 

---------- 

CCCCC m~ - CCCCCCCCC 1- CCCCCCCC CEEEEEEi- - CCCCC CCC CEEEEEECCC C- 

140 150 160 170 181) 190 290 210 
I I I I I I I l 

KLESYILEQC YIAVGQfCMG VSLMGLDSCI IEGFDFLKVG EILEERINKF KIVCLIALEK RVAEASKKSP. KSKVDAITWL* ---------- ---------- ---------- -V-------- --A------- ------Q--- 

CCCCCCCC CCCCCCE ECCCC 

FICi 2 A l i w i b n  de In prateina RdxA de cepas de IfelIcal>nere~~tup.i wmibles y resistmitrs a mwranikole 1- cepas NC'TC11638 (I)(:bp;t,&~&opp ~t al., 153991,26695 jPtiu1 el., 2001) y 221-U2A aan wibled ,  
las wjm NCTC 1 1637 ibWs-Qsaikopp et al ,1999) y la ATTCC 43504 (Paul ei al ,2001) sat~ resiatentes a este ruitibibtico, la8 restantes cqms rn estudia tcunbten son re~istentes. La8 limas (-1 indican que la srcuaicia y<: 
conserva stn cdtt~bilos con respecta e la wpa 599 (wntrnl), 108 atmw indican e1 c&6n de tcrminacibn Le p>rci$n subrayada de la cepa NCT11637 correqmdc a una mni seamcia & insercibri (Mini-WS). En la 
parte infbior se n ~ u e m  la estructura wuntlariri de la prateína de la cepa control (H hélice. B. &a. C cola) 



Cuadro 2. Cambios prewtaios en la secuencia de aminoácidos de las cepas resisteutes que 16 
no estan presentes en las cepas smiiles estudiadas 

Cepa Posia6n Cambio Cepa Posición Cambio 
11S02A 16 Arg-Cys 22%-1OA 32 Glu-Arg 

885TfG 118 A l e  31MWA 48 *LP 
197 L w  53 H.- 
1 98 L* 98 Ser& 
201 LYS-Gb 1 84 

1 85 STOP 

Cuadro 3. Regiones donde se presentan los cambios & amíno8mdos en las cepas resistentes y 
la relación con sus respectivas CIMs. 

CIM 
Cepa (wmi) Regi6n 1 Regi6n 11 Rtgidn LLI 

CCUG3a170 >256 X - - 
11942A 16 X X - 
!M3o%G 64 - - - 
131-A >256 - X X 
98521G >256 - X - 
98521H >256 e - X 
31-A >256 - X X 
22S-lOA >256 X - - 
327-1 1 A % e - X 
31608A 24 X X X 
327-12A >256 e - X 
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FIG. 3. Estructura m d n r i a  & la proieina RdxA de Helicobacter nlurl. Las letras destacadas en la parte inferior coi'rc8ponden a las mutaciones obse~edas en las cepas 
metronidazole resistentes estudidas. El Rslerisco indica quc en la posicibn 1 1  1 la \alina puede cambiar por glicina (G) o por alanina (A). 



vi. DISCUSIÓN. 118 

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el gen r h A  de Helicobucterpylori 

presenta regiones muy conservadas como las que se encuentran entre los arninoácidos 1-10, 

21-30, 61-95 y 124-1 74, en las cuales se observan regiones de la secuencia donde las 

mutaciones puntuales son comunes en todas las cepas, por tanto, no se puede concluir que 

sean mutaciones que genexen algún grado de resistencia por parte de estas bacterias a dicho 

antibiótico. 

La mini Ürsaci611 que prwlta la cepa NCTCll637, y el cambio observado en una de las 

regiones más conservadas de la cepa ATCC43504, que les confiere resistencia al Mtz, no se 

observaron en ninguna de las secuencias estudiadas. Sin embargo, se encontraron cambios de 

arninoácidos en otras regiones que no son comunes a todas las cepas resistentes, que podrían 

ser como las encontradas en otros estudios, en los que se describen pequeñas mutaciones 

debidas a sustituciones de bases en cepas ~ t z ~  como único mecanismo de resistencia a este 

antibiótico (Godtwiu et al, 1998). 

En la cepa 316-08A se observa un punto de corte o codón de terminación en la posición 

385, sin embargo, debido a que la Ultima sección del marco de lectura del gen no es 

totalmente confiable y no se puede corroborar con la cadena complementaria porque SI 

secuenciación fue defectuosa, no es posible comprobar que realmente este presente en la 

secuencia de esa cepa, por lo tanto tampoco se puede afirmar que sea la mutación causante de 

la resistencia. 

Se observó que cepas que no presentaban mutaciones aparentes en el gen r&A eran ~ t 2 ,  

por lo que propuso que podrían existir otros mecanismos de resistencia relacionados con otros 

genes como el-fld A, el rec A, el oorDABC, el-fdr B, el-fnr B, entre otros (Jenks et al, 1999). 

Éste no es el oso de las cepas resistentes estudiadas en el presente trabajo, debido a las 

mutaciones p~mhmiales observadas en tres regiones diferentes de la secuencia, la primera región 

es la comprendida entre los aminoticidos 1 1-20 y 3 1-60, donde se ven afectadas dos a-hklices 

y una hoja p, en el extremo amino terminal. La segunda se encuentra entre los aminoacidos 



96-123, donde se afectan algunas a-hélices y una última región entre los aminoácidos 175- 19 

206 donde las estnicturas modificadas son dos hojas /3 y una a-hélice (ver figura 2 y 3). 

Las a-hélices y las hojas /3 se ven afectadas debido a los cambios en la carga de la proteína 

generados por la sustitución de los aminoácidos. La variación de cargas provoca que se 

desestabilicen dichas estructuras generando una conformación diferente de la proteína, lo que 

puede conducir a la perdida de su capacidad de reducción de los 5-nitroimidazoles. 

Sin embargo, las mutaciones que provocan los cambios en esas tres regiones no tienen 

ningún tipo de relación con las CIMs de las cepas estudiadas (ver cuadro 3), por lo que no es 

posible relacionar iui cambio específico en una o varias regiones con la aparición de una CIM 

alta o intermedia, como si se ha podido hacer en el caso de la resistencia de H.pylori a los 

macaólidos (M@aud et al, 200 1 ). 

La cepa 98-309 G Cuya CIM es de 64 pg/ml, no presenta cambios en ninguna de las 

regiones anteriorniente mencionadas por lo que en este caso en particular sí podría pensarse 

en la participación de otras enzimas cotno las causantes de su resistencia 
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