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RESUMEN

Se han desarrollado diversos métodos para detectar la resistencia a la claritromicina. La dilucién en agar es el recomendado por el NCCLS
(sensible: CMI <0,25 mg/l; intermedio: CMI= 0,5 mg/l, resistente: CMI =1 mg/l), pero la deteccién de mutaciones concretas involucradas
en la resistencia se utiliza en muchos laboratorios. Se estudiaron 36 cepas resistentes aisladas de ninos y 30 cepas aisladas de adultos. La
sensibilidad in vitro a la claritromicina se determiné por el método de dilucién en agar. El DNA de los aislamientos se extrajo por el método
de Ge y Taylor. Las mutaciones A2142G y A2143G se determinaron siguiendo el método PCR-RFLP descrito por Versalovic y cols. (1996). Un
fragmento de 1,4 Kpb del gen RNAr 23S fue amplificado y digerido con las enzimas de restriccién Mboll o Bsal para detectar una u otra
mutacion. La mutacién por transicion A-G en la posicion 2143 fue mas comun en los nifos (80,55%) que en los adultos (46,66%, p <0.05),
mientras que la mutacién en la posicion 2142 se detecté mas en los adultos que en los nifios (36,66% vs. 5,55%, p <0.05). Se observaron
CMI elevadas (2-64 mg/l) en las cepas procedentes de nifios cuando se detectd la mutacién A-G en la posicion 2143. Sin embargo, en los
adultos las CMI maés altas se hallaron cuando estaba presente la mutacion en 2142 (A-G).
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Detection of resistance to clarithromycin in clinical isolates
of Helicobacter pylori from children and adults

SUMMARY

Several methods have been used to detect clarithromycin resistance. Agar dilution is now recommended by the NCCLS (susceptible to clar-
ithromycin: MIC<0.25 mg/l, intermediate resistance: MIC=0.5 mg/l, resistant: MIC=1 mg/l), and the detection of mutations involved in
resistance is used in many laboratories. We analyzed 36 clarithromycin-resistant strains isolated from children and 30 from adults. In vitro
susceptibility to clarithromycin was determined by an agar dilution method. DNA from the isolates was extracted using the method pu-
blished by Ge and Taylor. A2142G and A2143G mutations were identified by PCR-RFLP A 1.4 Kpb of the 23S rRNA gene was amplified and
digested using Mboll or Bsal restriction enzymes to detect mutations. The prevalence of the A-G transition mutation at position 2143 was
higher in the children (80.55%) than in the adult patients (46.66%) (p <0.05), however, the prevalence of the mutation at position 2142 was high-
er in adults than in children (36.66% vs. 5.55%, p <0.05). In children, a higher MIC (2-64 mg/l) was observed when the A-G mutation was
detected at position 2143. However, in adult patients higher MICs were observed when the A-G mutation was detected at position 2142.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo y micro-
aerdfilo que coloniza el estomago de aproximadamente el
50% de la poblaciéon mundial, y su persistencia en la muco-
sa gdstrica estd asociada principalmente a gastritis y ulce-
ras pépticas, pero puede conducir al desarrollo de gastritis
atréfica y cancer gastrico (1-3). La erradicacion de la bac-
teria es importante para la prevencion de ulceras pépticas
en pacientes pedidtricos y adultos. El tratamiento consiste
en la asociacién de inhibidores de la bomba de protones o
sales de bismuto y antibidticos tales como metronidazol,
amoxicilina, claritromicina y tetraciclina, administrados en
terapias triples o cuddruples (4, 5). El mecanismo de resis-
tencia a los macrélidos se basa en la modificacién del do-
minio V de la regién peptidiltransferasa del gen RNAr 23S
por mutaciones concretas consistentes en que una adenina
es reemplazada por guanina o citosina (A-G o A-C) en las
posiciones 2142 0 2143. En H. pylori existen dos copias del
gen DNA ribosomal 23S y tres mutaciones principales aso-
ciadas con la resistencia natural del microorganismo a los
macrélidos: A2142G, A2142C y A2143G (6-9). La preva-
lencia de cepas resistentes a los macrélidos varia entre los
diferentes paises de un 2% a un 10% (10-12), con una mar-
cada tendencia al aumento (13-15). La resistencia a la cla-
ritromicina tiene un impacto significativo sobre la eficacia
del tratamiento, disminuyendo la efectividad de la terapia
antibidtica en un 55% aproximadamente (16, 17). Asimis-
mo, Glupczynski y cols. (18) han demostrado resistencia
cruzada entre antibidticos del grupo de los macrdlidos, y
esto representa un incremento en la prevalencia de resis-
tencia a la claritromicina asociada con el aumento del uso
de macroélidos en la practica diaria para otras infecciones.
Para determinar la resistencia a los antimicrobianos se pue-
den emplear métodos fenotipicos tales como difusién en
agar, E-test® o dilucién en agar, siendo este dltimo el reco-
mendado por el NCCLS (10, 19, 20), pero presentan la des-
ventaja de ser tediosos y altamente dependientes de las con-
diciones experimentales, de interpretacién subjetiva y no
siempre reproducibles (10). Los métodos genotipicos tales
como la reaccién en cadena de la polimerasa y el polimor-
fismo en la longitud de los fragmentos de restricciéon (PCR-
RFLP), ofrecen un procedimiento alternativo rapido para
detectar la sensibilidad a los macrélidos. Este método se
basa en la amplificacién por PCR de un fragmento de la
region peptidiltransferasa del RNAr 23S, asociado a la
digestion con enzimas de restriccién Bsal o Mboll del pro-
ducto amplificado para detectar las mutaciones A2143G y
A2142G, respectivamente (8). Los objetivos de este traba-
jo fueron estudiar el grado de resistencia a la claritromici-
na en nifios, analizar las mutaciones concretas asociadas a
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la resistencia al macrélido y comparar los datos con los re-
sultados obtenidos en adultos.

MATERIAL Y METODO
Cepas y condiciones de cultivo

Se analizaron 66 cepas resistentes a la claritromicina
obtenidas de muestras de biopsia géstrica de 36 nifios y 30
adultos. Las muestras fueron cultivadas en medios selecti-
vos y no selectivos, incubadas a 37 °C en microaerofilia
durante siete a diez dias para aislamiento primario y dos o
tres dias para subcultivo. La identificacién de las colonias
se realiz6 por morfologia tipica, tincién de Gram y pruebas
de la ureasa, la catalasa y la oxidasa positivas. La conser-
vacion de las cepas se realizé a —80 °C en caldo tripticasa-
soja con glicerol al 20%.

Determinacion de
la concentracion minima inhibitoria

La CMI se determiné por el método de dilucién en agar
utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con sangre
de caballo al 10% y diluciones dobles seriadas del antimi-
crobiano en un rango de 0,008 a 128 mg/l. Las cepas se
desarrollaron en caldo de infusién cerebro-corazén con sue-
ro fetal bovino al 10% durante 48 horas. Una suspension de
10° UFC/ml fue aplicada con el replicador Steers y las pla-
cas se incubaron durante tres a cinco dias. Se consideraron
cepas sensibles cuando la CMI era <0,25 mg/l, con sensi-
bilidad intermedia cuando la CMI era de 1 mg/l y resisten-
tes cuando la CMI era =21 mg/l.

Caracterizacion genotipica de la resistencia

El DNA gendmico de las cepas de H. pylori se extrajo
por el método rapido de Ge y Taylor (21). La deteccién de
las mutaciones concretas se realizé por el método PCR-
RFLP descrito por Versalovic y cols. (8). Un fragmento de
1,4 Kpb del gen RNAr 23S fue amplificado por PCR en un
volumen final de 50 pl, conteniendo 0,6 pM de cada inicia-
dor (CLA-1 5°-AGTCGGGACCTAAGGCGAG-3’ y CLA-2
5’-TTCCCGCTTAGATGCTTTCAG-3"), 200 uM desoxinu-
cleésido trifosfato, 2,5 mM Cl,Mg y 2,5 U Taq DNA poli-
merasa. La amplificacion se realiz6 en un termociclador DNA
Thermal Cycler 2400 (Perkin-Elmer Corporation, Norwalk,
Conn., USA). Previa desnaturalizacién durante dos minu-
tos a 94 °C se realizaron 38 ciclos, cada uno de un minuto,
a 94 °C, un minuto a 60 °C y un minuto a 72 °C. La visua-
lizacién del fragmento amplificado se realizé en gel de aga-
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Tabla 1. Distribucion de las CMI y tipo de mutacion RNAr 23S en cepas de H. pylori aisladas de nifios y adultos.

CMI (mg/l)
Pacientes Mutacién 2 4 8 16 32 64
Nifios A2143G 3 4 7 7 6 2
A2142G 0 0 0 1 0 1
No detectada 2 0 2 1 0 0
Adultos A2143G 0 0 10 2 2 0
A2142G 0 0 1 5 4 1
No detectada 0 0 1 1 1 2
rosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio. La digestion del
o ) . 100
fragmento amplificado se realizé con las enzimas de res-
triccion Mboll (Amersham Pharmacia) a 37 °C o Bsal L et
(New England BiolLabs, Beverly, Mass., USA) a 50 °C B0 -

durante una hora. Los productos de restriccién se analiza-
ron sobre gel de agarosa al 2% y permitieron discriminar
las mutaciones A2142G (sitio de restriccion Mboll) y
A2143G (sitio de restriccion Bsal).

Analisis de los datos

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con la prueba
de ¥ utilizando el programa Epi Info, versién 6.0.

RESULTADOS

Los resultados de resistencia a la claritromicina y su
asociacion con el tipo de mutacién concreta en RNAr 23S
obtenidos con las 66 cepas de H. pylori aisladas de nifos y
adultos se muestran en la Tabla 1. La prevalencia del tipo
de mutaciéon RNAr 23S en las cepas resistentes estudiadas
se muestra en la Tabla 2. El analisis de los datos obtenidos
permitié determinar que la mutacién por transicién A-G en
la posicién 2143 fue mds habitual en los nifios (80,55%)

Tabla 2. Prevalencia del tipo de mutacion RNAr 23S en ce-
pas de H. pylori resistentes a la claritromicina aisladas de
ninos y adultos.

Tipo de mutacién

A2143G A2142G No detectada
Pacientes n (%) n (%) n (%)
Nifios 29 (80,55) 2 (5,55) 5 (13,88)
Adultos 14 (46,66) 11 (36,66) 5 (16,66)
Total 43 (65,15) 13 (19,69) 10 (15,15)

Porcentaje

CMI (mgll)

I Nifios I Adultos

Figura 1. Porcentaje de cepas resistentes a la claritromicina en nifios y
adultos segln la CMI.

que en los adultos (46,66%; p <0.05), mientras que la muta-
cién en la posicién 2142 se hallé més en los adultos (36,66%)
que en los nifios (5,55%; p <0.05). La mayor prevalencia
de la mutaciéon A2143G respecto a la A2142G en las cepas
de H. pylori procedentes de nifios mostré diferencias es-
tadisticamente significativas con los adultos. Asimismo se
observé un alto grado de resistencia (CMI 2-64 mg/1) en los
nifios cuando se detect6 la mutaciéon A-G en la posicién
2143 en comparacion con la mutacién A-G en 2142, si bien
el nimero de cepas con esta mutacion es bajo. Sin embar-
go, en los adultos las CMI mads altas se observaron con la
mutacion en 2142 (A-G).

En diez cepas resistentes, cinco de nifios y cinco de adul-
tos, el mecanismo de resistencia no se determind por este
método y en ambos casos las CMI estuvieron comprendi-
das entre 8 y 64 mg/l.

La Fig. 1 muestra el porcentaje de cepas resistentes a la
claritromicina en nifios y adultos. En los nifios la prevalen-
cia de cepas resistentes muestra una distribucion creciente
en un rango de CMI de 2 a 16 mg/l, en contraste con el
mayor porcentaje observado en los adultos, con CMI de 8
a 32 mg/l.
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DISCUSION

La aplicacién de métodos moleculares en la rdpida y
efectiva deteccion de resistencia a la claritromicina tiene un
papel importante en el tratamiento de los pacientes infecta-
dos por H. pylori. Ademds, frente a los métodos conven-
cionales (dilucién en agar y E-test®) presentan la ventaja de
que no dependen de la viabilidad y velocidad de creci-
miento, y sus resultados son mds reproducibles. El andlisis
de resistencia a la claritromicina permitird conocer la dis-
tribucién geogréfica del tipo de mutacidn, las CMI asocia-
das y su evolucién en el tiempo. El alto grado de resisten-
cia a la claritromicina en las cepas de H. pylori aisladas de
nifios sugiere que el uso de macrdlidos en esta poblacion
puede seleccionar la resistencia del microorganismo (22).
Es necesario el seguimiento de la prevalencia del tipo de
mutacién asociada a las CMI para establecer un tratamien-
to apropiado para la infeccién por H. pylori. Los datos ob-
tenidos en este trabajo respecto a la mayor prevalencia de
mutaciones A-G, tanto A2142G como A2143G, en las po-
blaciones estudiadas (86,11% [31/36] en nifios y 83,33%
[25/30] en adultos), confirma lo observado por otros auto-
res (23, 24). Una posible explicacion de la asociacién entre
cepas resistentes y el tipo de mutacidn especifica RNAr
23S es la existencia de un mecanismo, aun no identificado,
por el cual estas mutaciones ocurren preferentemente en
H. pylori.

La mayor prevalencia de la mutacién A2143G que de la
A2142G en las cepas resistentes de H. pylori procedentes
de nifios mostré diferencias estadisticamente significativas
respecto a los aislamientos realizados en adultos. Posible-
mente esas mutaciones concretas sean mads estables en los
nifios, como ya fue demostrado por Alarcén y cols. en un
estudio previo (25). Los resultados indican que en Espaia
existen diferencias en la prevalencia del tipo de mutacién
A-G segtin la poblacién estudiada. Esta variabilidad en la
frecuencia de mutacién en el gen RNAr 23S podria expli-
carse por la gran diversidad genética ya demostrada para
las cepas de H. pylori.

Los valores de CMI obtenidos y el tipo de mutacién en
la poblacién adulta analizada coincide con lo observado por
Ge y cols. (23): las CMI para la mutacion A2142G (16
mg/l) son mayores que las obtenidas para las mutaciones
A2143G (4 mg/l), si bien las CMI obtenidas en nuestro estu-
dio son mas altas (16-64 mg/1). Esto puede deberse a la dife-
rencia en la sensibilidad al antimicrobiano en las cepas estu-
diadas o a los métodos utilizados para determinar la CML.

La claritromicina es el agente antimicrobiano més efec-
tivo para el tratamiento de la infeccién por H. pylori, pero
el uso de macrélidos es muy frecuente en la poblacién
infantil para tratar infecciones respiratorias y ello supone
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un riesgo adicional de aparicion de cepas de H. pylori resis-
tentes a la claritromicina.

Los resultados obtenidos en la poblacién pediétrica es-
tudiada, considerando la mayor estabilidad de la mutacién
A2143G, sugieren que este método genotipico de deteccion
de resistencia a la claritromicina permitiria no sé6lo el cono-
cimiento epidemiolégico de las cepas prevalentes sino una
eleccién mds apropiada del tratamiento de la infeccién por
H. pylori en los nifios, debido a que las CMI de la claritro-
micina estdn asociadas con el tipo de mutacién RNAr 23S
en las cepas de H. pylori.
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