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RESUMEN 

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa catalasa y oxidas positivas, forma parte de 

la microbiota normal de la faringe y el cardias gástrico. Cuando se encuentra en el estómago 

está asociado a la mayoría de gastritis, ulceras duodenales/gástricas y cáncer gástrico asociado 

al linfoma de MALT. Se puede tratar de manera efectiva, cuando se lo detecta a tiempo, el 

tratamiento se basa en una triple combinación demetronidazol, claritromicina y  amoxicilina. 

Uno de los mayores problemas asociados con esta bacteria es la prevalencia que puede ser desde 

la colonización en la niñez hasta la muerte del hospedador. Uno de los mecanismos de 

persistencia es la resistencia a antibióticos,  se ha descrito mutaciones (A2142C/G y A2143G) 

que se encuentran en el gen 23S rRNAdel dominio V de la peptidiltransferasa la cual le confiere 

resistencia a claritromicina. El objetivo de este estudio es de detectar las mutaciones que 

confieren resistencia a claritromicina, de manera rápida eficiente, con alta relevancia clínica y 

no invasiva. Encontramos que las muestras de heces pueden ser extraídas para generar un 

templado adecuado para realizar PCR Real time. La A2143Gfue la mutación más prevalente, 

seguida por la A2142G y la resistencia fue del 43%. Las curvas de melting fueron comprobadas 

por medio de secuenciación, en donde se encontró los cambios puntuales en el genoma del 23S 

rRNA además de corroborar la detección de cepas combinadas.  

Palabras claves: Helicobacter pylori, cáncer gástrico, 23S rRNA, PCR Real time, claritromicina 
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ABSTRACT 

Helicobacter pylori is a gram negative catalase and oxidase positive, is part of pharynx and 

gastric cardiamicroflora. In the stomach is highly associated with chronic gastritis, duodenal 

and gastric ulcers, also to gastric cancer MALT lymphoma associated. It can be treated 

effectively, when it is detected at early stages, treatment is based on a triple combination of 

metronidazole, clarithromycin and amoxicillin. One of the biggest problems associated is the 

prevalence that can be held from childhood until the death of the host. Antibiotic resistance, is 

one of the described persistence mechanisms, there have been mutations (A2142C/G and 

A2143G) found 23S rRNA gene in the V domain peptidyltransferase which confers resistance 

to clarithromycin. The objective of this study is to detect the mutations that confer resistance to 

clarithromycin, efficient quickly with high clinical relevance and non-invasively. We found 

that stool samples can be extracted to generate adequate template for Real time PCR. The 

A2143G mutation was the most prevalent, followed by A2142G and resistance value was 43%. 

Melting curves were confirmed by sequencing, where single nucleotidepolymorphism in 23S 

rRNA genome were found, in addition to corroborating detect combined strains.  

Keywords: Helicobacter pylori, gastric cancer, 23SrRNA, Real time PCR, clarithromycin 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Historia 

En 1983 se detectan por primera vez bacterias gramnegativas helicoidales en la 

superficie de la mucosa gástrica en pacientes con gastritis de tipo B. En un estudio realizado 

por Warthin-Starry se aisló y detecto con tinción de plata estas bacterias en 98% de los pacientes 

con gastritis crónica y el 80% de los pacientes con ulcera gástrica (Warren & Marshall, 1983). 

Luego de varios intentos, se logró cultivar la bacteria a partir de muestra de biopsias con la 

metodología de Skirrow para aislamiento de Campylobacterspp.(Skirrow, 1977). Debido esto 

y al parecido se agrupa a esta bacteria en el género Spirillum, como Campylobacter 

pylori(Marshall &Goddwin, 1987). En 1989 se logra reconocer variantes debido a la análisis 

de la secuencia 16s rRNA, la composición ácidos grasos celulares y la presencia de flagelos 

polares para agruparlos en un nuevo género denominado Helicobacter(Goodwin, y otros, 

1989). Hoy en día se han caracterizado 30 especies, cuya taxonomía es muy complicada y 

cambiante(Liou, y otros, 2015). Existen helicobacterias entéricas como Helicobactercinaediy 

Helicobacterfennelliaeque causan proctitis, proctocolitis o enteritis. Además de eso también se 

ha aislado del intestino y el estómago de muchos mamíferos y aves como H. canis, H. 

pullorumy H. bizzozeroniiademás de estar asociado a humanos (Marshall, 2002; Sherris, 

Ryan&Ray, 2004). Por otro lado las helicobacterias gástricas como Helicobacter pylori  se ha 

asociado a gastritis, ulceras pépticas, adenocarcinoma gástrico y linfomas de linfocitos B del 

tejido linfoide asociado a la mucosa gástrica (MALT, del inglés Mucosa-

AssociatedLymphoidTissue) (Parsonnet, y otros, 1991).  
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1.2 Fisiología y estructura 

La especieHelicobacteres un bacilo gram negativo con formaespiral en la mucosa 

gástrica y en cultivos recientes, mientras que en cultivos de mayor edad adopta una morfología 

cocoide debido a que no encuentra situaciones favorables para crecer(Amieva & El-Omar, 

2008). Presenta un tamaño de 0.5-1 µm de ancho y 2.4 µm de largo. Todas las especies 

encontradas en este género son móviles debido a la acción de sus flagelos polares con una 

característica “movilidad sacacorchos”, esta movilidad se encuentra gestionada por las grandes 

cantidades de ureas(Di Lorenzo, 2005). Los flagelos se encuentran recubiertos de una 

membrana lipídica, lo que le permite estar protegida(Lipkin, 2010). Además la alta movilidad 

en el medio viscoso de la bacteria le permite posicionarse en lugares con pH neutro, lo cual le 

confiere un patrón de supervivencia a los ácidos gástricos(Amieva & El-Omar, 2008).  

Helicobacterspes una bacteria catalasa y oxidasa positiva, no fermentadora ni oxida los 

carbohidratos aun así puede metabolizar algunos aminoácidos(Mladenova, Durazzo, & 

Pellicano, 2006). El crecimiento de estas bacterias es una medio relativamente complejo que 

posee: sangre, suero,carbón, almidón o yema de huevo; además de condiciones microaerofílicas 

y un intervalo de temperatura entre 30-37oC(Makristathis , Hirschl, Russmann, & Koletzko, 

2007). Para que el cultivo se considere negativo se necesita hasta 10 días por esta razón se lo 

identifica con técnicas ajenas al cultivo (Mégraud, Besséde, & Lehours, 2014).  

 

 

1.3 Factores de patogenicidad e inmunidad  

Múltiples factores aumentan el factor de riesgo para las complicaciones principales, los 

cuales contribuyen a la colonización gástrica, inflamación, alteración de la producción del ácido 

gástrico y destrucción tisular. 
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Entre los factores de virulencia que influyen a la colonización de la mucosa gástrica se 

encuentran: 

 Ureasa: principal mecanismo para protegerse del pH ácido, hidrolizando la 

urea(Bauerfiend, Garner, Dunn, & Mobley, 1997).  

 Sistemas antioxidantes: H. pylori es una bacteria microaerofílicaque puede presentar 

vulnerabilidad al O2, la bacteria poseer con varios mecanismos de detoxificación(Long, 

Luo, Li, Zeng, & Li, 2009). 

 Flagelos: le dan gran movilidad a las bacterias compuesto por dos hasta 

seisflagelinas(Ramirez , Mendoza , Leey, & Guerra, 2002).  

 Adhesinas: gestionan la adherencia a las células epitelio gástrico por medio de múltiples 

receptores. El HpaA (del inglés Helicobacter pyloriadhesin A) es la principal proteína 

de la membrana externa de H.pylori,que también se una a la superficie de los neutrófilos 

y es muy utilizado para ensayos serológicos y para vacunas (Nvström & Svennerholm, 

2007). BabA (del inglés BloodAntigenBinding Adhesión) se une a las células epiteliales 

gástricas a través de los antígenos de Lewis, lo cual genera una respuesta inmune 

generando una gastritis crónica y participa en la distribución de los factores de 

virulencia (Olfat, Zheng, & Oleastro, 2005).  

Las lesiones a nivel tisular se dan por la acción de la ureasa, mucinasa, fosfolipasas 

además de la activad de la VacA (del inglés VAcuolatingCytotoxin A) Esta toxina entra 

a las células por endocitosis y produce lesiones por la formación de vacuolas, lo que 

genera la muerte celular y la destrucción de la integridad epitelial. El VacA aumenta la 

respuesta inflamatoria de la mucosa lo que provoca la producción del VEGF (del inglés 

Vascular EndothelialGrowthFactor) y genera procesos de desarrollo de tumores. H. 

pylori aumento el riesgo de carcinogénesis gástrica por la sobreexpresión de COX-2,una 

enzima responsable de la inflamación,y la activación de NF- κβ,que activa la respuesta 
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inmune basada en ADN de las células del epitelio, los cuales conllevan a una gastritis 

atrófica y neoplasia gastrointestinal cuando estos confunden la señalización(Rudnicka 

& Chimela, 2004).  

El otro factor extremadamente importante es el CagA (del inglésCytotoxin-

Associated Gene A) está asociada a los síntomas con mayor gravedad como: gastritis 

severa, atrofia de la mucosa, alto riesgo de úlcera y cáncer gástrico (Garcia, 2010). Este 

gen  codifica a una estructura asemejada a una jeringa que inyecta la proteína al huésped 

e interfiere gravemente con el citoesqueleto celular(Agudo, Pérez-Pérez, Alarcón, & 

Lopez-Brea, 2010). . Existen mutaciones puntuales que conllevan a la eliminación de la 

estructura se secreción tipo IV, lo que provoca que ingrese la proteína CagA a la célula 

pero aumenta la producción de la interleucina 8 (IL-8), lo que hace que se sumen 

cantidades de neutrófilos que forman proteasas y oxigeno radical lo cual se piensa que 

contribuye a la gastritis y ulceras gástricas (Chiarini, y otros, 2009).  

1.4 Epidemiología 

Helicobacter pylori desde que fue aislado en 1984 se ha encontrado en el 70-100% de 

los pacientes con gastritis, ulceras gástricas y ulceras duodenales.  Su tasa más alto se encuentra 

en países en vías del desarrollo, donde el 70-90% de la población ya es colonizada antes de los 

10 años (Scaletsky y otros, 2011). En Ecuador se reporta 89,5% (Gomez, Alvarez, Zapatier, & 

Vargas, 2005). El ser humano es el principal reservorio de H. pylori, la presencia de este 

microrganismo se ha comprobado que persiste para toda la vida si el paciente no recibe un 

tratamiento eficaz(Chiarini, y otros, 2009). A pesar de que la transmisión no se encuentra muy 

bien caracterizada, muchas pistas conlleva a que se produzca por vía gastro-oral, oral-oral y 

fecal-oral;también se ha encontrado que forma parte de la microbiota normal del esófago y del 
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cardias gástrico, por lo cual se ha estudiado no erradicar las colonias no patógenas (Mladenova, 

Durazzo, & Pellicano, 2006).   

1.5 Enfermedades clínicas  

En cuanto a la enfermedad producida por H. pylori va a depender mucho de donde se 

encuentra localizada la colonización(Amieva & El-Omar, 2008). Por ejemplo si se infiltra en 

los neutrófilos y en células mononucleares de la mucosa gástrica desarrolla una gastritis. La 

agudización de este síntoma provoca nausea, vómitos e hipocloridria. Cuando las gastritis se 

vuelve crónica la enfermedad se limita a donde existen menos células secretoras de ácido 

clorhídrico, moco y enzimas digestivas (antro) y luego afecta a todo el estómago (pangastritis) 

cuando se suprime el ácido(Wroblewski, Peek, & Wilson, 2010).  De acuerdo con esto del 10-

15% con gastritis desarrollan úlceras pépticas. Las úlceras se suelen encontrar en la zona media 

entre el cuerpo y el antro (úlcera gástrica) causando el 85% de estas o la parte más próxima 

duodeno (úlcera duodenal) causando el 95%(Lipkin, 2010).  Al aumentar la gastritis genera que 

la mucosa gástrica se vaya degradando y esto genera un factor de riesgo para el cáncer gástrico 

en 100 veces, a través del aumento los factores de patogenicidadCagAy elevado IL-1(Trajikow 

y otros, 2007). Y por último las infecciones por H.pylori  se asocian a las infiltraciones en el 

antro del estómago del tejido linfoide, produciendo una población de linfocitos B que 

evolucionan a un linfoma de MALT (Toshiro, Okazaki, & Tamaki, 2004).  

1.6 Diagnóstico de laboratorio  

Hace muchos años se recomendó por Skirrow (1997) la evaluación histológica de los 

efectos H. pylori enla mucosa gástrica (El-Zimaity, y otros, 2013). Se utiliza altamente como 

práctica de rutina y se extrae muestras de tejido gastro-intestinal de diferentes partes del 

estómago (cuerpo y antro) por medio de la biopsia dirigida a través de la endoscopia 

digestiva(Mégraud, Besséde, & Lehours, 2014). Este tipo de estudio aunque es muy sensible, 
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posee una especificidad  muy baja debido a que no se logra aislar adecuadamente H.pylori y 

genera falsos negativos en la observación de este tejido(Batts, y otros, 2013). 

Existen varios tipos de pruebas para detectar a H.pylori, uno de los primeros es de 

detección de antígenos, estos métodos son de poco costo y rápidos poseen anticuerpos mono y 

policlonales para un antígeno de la pared del microorganismo que se une a estos y genera un 

cambio de pH por el inmuno complejo(Formichella, y otros, 2013). El HPSA (del inglés 

Helicobacter pylori StoolAntigen) es uno de los antígenos más utilizados en algoritmos a lo 

largo del mundo junto con el test de urea en aliento (Falsafi, Walizadh, Sepehr, & Najafi, 2005). 

Otro ejemplo es CerTestH. pylori Cardque utiliza anticuerpos policlonales de conejo y 

constituye una prueba inmunocromatografica para la detección cualitativa de la bacteria en 

heces Los problemas con estas técnicas rápidas es que pueden poseer reacción cruzada con 

otras bacterias y dar falsos positivos así como también pueden dar falsos negativos debido a la 

baja presencia de la bacteria cuando se encuentra en tratamiento(Korkmaz, y otros, 2013).Se 

pueden utilizar muestras de heces y biopsias haciéndolo un método tanto invasivo como no 

invasivo, en la muestra de biopsia existe el problema de que sea mal tomada y no se encuentre 

colonizado en esa parte porque normalmente la prueba se la realiza con las sobras que se 

separaron para métodos más importantes como la histología por ejemplo (Andrews, y otros, 

2001). 

En cuanto a otro método no invasivo es la prueba de urea en aliento debido a que H. 

pylori hidroliza la urea por acción de la ureasa, la cual se queda en la sangre y es liberada por 

los pulmones(Pathak, y otros, 2014). La desventaja de esta técnica radica en la detección 

después de una infección o para los pacientes en tratamiento ya no se puede detectar de manera 

eficaz (López-Brea & Alarcón, 2006). 
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1.7Tratamiento, prevención y control  

El tratamiento aunque se han probado algunas vacunas, el tratamiento sigue siendo a  

base a antibióticos con la triple terapia muy conocida con un inhibidor de la bomba de protones 

omeprazol, un macrólido como la claritromicina y un beta-lactámicoque se debe administrar 

durante 7-10 días. En el Ecuador se suministra 20 mg de omeprazol, 500mg de claritromicina 

y 1 g de amoxicilina (Robles-Jara, Robles-Medranda, Moncayo, Landivar, & Parrales, 2008).  

El fracaso del tratamiento radica en la resistencia a claritromicina la cual se ha detectado que 

se debe a mutaciones en el dominio 23S rRNA(Versalovic , y otros, 1996). En el mundo existe 

una resistencia del 10-40% a la claritromicina(Xiong, Tong, Wang, & Mao, 2012). Las pruebas 

de susceptibilidad como el E-test no avanzarían para hacer una estudio del 50% de la población 

humana contagiada por H.pylori. El desarrollo de pruebas rápidas y de bajo costo para la 

detección de la susceptibilidad es una parte clave de la prevención y control del cáncer gástrico.  

A pesar de que existe la posibilidad de hacerlo por cultivo microbiológico,  añadiendo la prueba 

para susceptibilidad a varios medicamentos.  El famoso E-test o HELIS el cual utiliza un disco 

de susceptibilidad con las múltiples drogas utilizadas en el tratamiento en donde nos entrega 

como resultado un MIC (del inglés MinimumInhibitoryConcentration) para el tratamiento con 

resultados como susceptible, susceptible dependiendo de la dosis, intermedio, no susceptible y 

resistente (Megraud y otros, 2013). El problema es que puede tener falsos negativos debido a 

que la bacteria puede morir desde que se toma la muestra hasta el cultivo y además toma 21 

días además de los 7 días de cultivo de tiempo respuesta (Theel, 2013).  

 

 

 2. JUSTIFICACIÓN  
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La incidencia de cáncer gástrico en Ecuador es 29 de cada 100 000 casos por año, 

representando uno de los índices más altos en latino América(Debets-Ossenkopp, y otros, 

2003). El mayor factor de riesgo encontrado en estos caso es la presencia de Helicobacter 

pylori(Chiarini, y otros, 2009). La infección puede ser tratada con antimicrobianos el cual 

normalmente es efectivo. Sin embargo, poco  se conoce de los patrones de resistencia a 

susceptibilidad de medicamentos en el Ecuador. El único estudio reportado fue en el 2003 y 

reveló una resistencia del 80,9% a metrodinazol y 9.5% a claritromicina(Debets-Ossenkopp, y 

otros, 2003). Por dicha razón se ha cambiado el tratamiento a una combinación de estos dos 

medicamentos más amoxicilina(Alarcón, Domingo, & López-Brea, 1999).Se ha encontrado 

que el metrodinazol aún si confiere resistencia tiende a ser eficiente, mientras que la 

claritromicina no puede hace ningún efecto en presencia de la resistencia(Fariña, y otros, 2007).  

La persistencia de esta bacteria es muy común en pacientes dispépticos lo que puede llevar a 

una gastritis crónica, una ulcera péptica y una atrofia gástrica lo que conlleva a un cáncer 

gástrico(Noguchi, y otros, 2007)La susceptibilidad se la ha venido realizando por medio de 

pruebas inespecíficas y de larga tiempo respuesta como el E-test(Oleastro, y otros, 2003). Se 

han detectado frecuentemente tres mutaciones (A2142/3G y A2142C) que confieren resistencia 

a claritromicina(Versalovic , y otros, 1996). Es de suma importancia el desarrollo de técnicas 

mucha más específicas y sensibles para la detección de la resistencia. Muchos de los métodos 

son invasivos para el paciente debido a que requiere una muestra de biopsia gástrica obtenida 

por raspado endoscópico. Al igual que otras técnicas no se ha utilizado el diagnóstico para 

seguimiento de los pacientes con susceptibilidad a estos medicamentos. La puesta a punto de 

una prueba de diagnóstico en PCR Real-time en muestras de heces, representaría un método no 

invasivo, como rápido y de alta relevancia clínica. La cual puede ser adquirida por el 

ecuatoriano común y puede ayudar a mejorar el tratamiento de la enfermedad y disminuir el 

porcentaje de cáncer gástrico presente en el país.  
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3. OBJETIVOS 

General: Detección de resistencia molecular a claritromicinaen 

Helicobacterpylori con muestras de heces.  

 

Específicos: 
 

1. Implementación de un método de extracción ADN bacteriano para heces.  
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2. Implementación de un método de PCR Real time en la plataforma Light Cycler 

2.0 Roche.  

3. Detección de mutaciones que confieren resistencia a claritromicina por medio 

del análisis de curvas de melting.  

4. Purificación y amplificación del fragmento amplificado por PCR Real time.  

5. Secuenciaciónde los fragmentos anteriormente purificados y amplificados por 

medio de la plataforma 3500 AppliedBiosystems.  

6. Evaluación de losresultados obtenidos con estudios previos para la validación 

del mismo como posible prueba diagnóstica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1 Colección de muestras  

La colección de las muestras se la realizó por medio de una caja de recolección de 

hecesestéril de BrandSD. Luego se procesó las muestras por medio del 
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CerTestBiotec®H.pylori(Biotec). Los resultados positivos se los detectó por medio del cambio 

de color en la tirilla de blanco a positivo. Dichas muestras se aislaron y se refrigeraron a 8oC.  

4.2 Extracción de ADN  

La extracción de ADN se la realizó por medio del High Pure Viral NucleicAcid Kit 

(Roche LifeScience) Kit Viral Roche añadiéndoles un paso previo a la extracción, el cual fue 

diluir a la muestra de heces fecales en 1,2 ml de tampón fosfato salino o PBS (del inglés 

PhosphateBuffer Solution) a una concentración de 1 M. Luego de añadir dicho buffer  se 

procedió a dar unvortex, por 1 min, alrededor de unas 3 veces, hasta que el color de la solución 

se vuelva de color café claro o marrón. Se dejó reposar un tiempo aproximado de 5 min hasta 

que el baño seco suba hasta la temperatura necesaria para la extracción. Luego se procedió a 

utilizar 200 µl de esta mezcla para extraer del ADN con 50 µl de pK(del inglés ProteinKinase, 

provista por el kit) y se añadióuna mezcla de Lysis Buffer y polyA en un microtubo de 1,5 ml 

libre de nucleasas.  Luego se incubó a 70oC por 10 min y se agregó 100 µl del Lysis Buffer. Se 

transfirió a una columna la totalidad de la mezcla y se centrifugó a 8000 rpm durante 1 

min.Luego se agregó 500 µl de Inhibitor Renoval Buffer y se repitió la centrifugación a la 

misma velocidad y tiempo. Se cambió el tubo de recolección y se deja el filtro, siguiente a esto 

se procede a realizar 2 lavados con Wash Buffer y se eludióla muestra en 100 µl de Elution 

Buffer (EB)también provisto por el kit.  

 

4.3 Cuantificación de ADN  

 Luego de obtenermuestra de ADN se procedió a cuantificar la misma por medio del 

equipo NanoQuant por espectrofotometría el cual mide la absorbancia. En este equipo se realiza 

un blanqueamiento de la placa añadiendo 2 µl de EB a cada uno de los pocillos de igual número 

de las muestras que se van a cuantificar. Luego del blanqueamiento se añadió 2 µl de la muestra 



19 

 

y se volvió a insertar la placa en el equipo. Los resultados de la cuantificación pasan 

directamente a una hoja de Excel donde nos entrega la absorbancia a 260 ηm de longitud de 

onda que nos entrega la cantidad de ADN de la muestra en ng/µl y la relación entre 260/280 

para medir la calidad del ADN. 

 En cuanto a la preservación de la muestra de ADN se mantuvo en una congeladora a -

20oC, en un microtubo de 1,5 ml  libre de nucleasas.  

4.4 Detección de mutaciones puntuales en el gen 23S rRNA de Helicobacter 

pylori por PCR Real-time 

El PCR Real-time se lo realizó por medio de una amplificación de una región conocida 

con sondas fluorescentes, directamente del ADN bacteriano obtenido de las muestras de heces. 

Simultáneamente en el método se incluyó la detección simultánea de las mutaciones por medio 

de sondas y posterior a eso el análisis de las curvas de melting. Un fragmento de 267pbse 

amplifico utilizando los primers HPYS y HPYA previamente descritos por (Ménard, Oleastro, 

Santos, & Mégraud, 2002). Los primers fueron analizados para especificidad 3´terminal para 

asegurarse que son específicos para H.pylori. El producto amplificado fue detectado por dos 

sondas: una sonda fluorescente marcada con el fluoróforoLC-Red 640 y fosforilada en 3´ (5´-

GGCAAGACGGAAAGACC-3´; nucleótidos 2504 hasta 2520), la cual la cual hibrida con la  

región en donde se encuentran las posiciones de las mutaciones del gen 23S rRNA, y la sonda 

de anclaje que se hibrida tres bases arriba y fue marcada con fluoresceína en el extremo 3´ (5´-

TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCC-3´; nucleótidos 2473 hasta 2501) de la cepa 

de H. pylori UA802 (Taylor, Zhongming, Purych, Lo, & Hiratsuka, 1997) (Número de acceso 

del GenBank: U27270). Los primers se los mandaron a sintetizar por AppliedBiosystems y las 

sondas por TibMolBiolSyntheselaborpurificadosal100% por HPLC (del inglés High 

Performance LiquidChromatography).Tanto los primers como las sondas fueron comprobadas 

y verificadas por BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U27270). 
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Tabla 1: Tabla de primers y sondas para la región 23S rRNA 

Primer Secuencia (5´ a 3)  Posición  
Producto 
PCR 

No. Acceso Gen 
Bank 

HPYS AGG TTA AGA GGA TGC GTC AGT C  
2303-
2324 267 pb 881379 

HPYA CGC ATG ATA TTC CCA TTA GCA GT 
2547-
2569 267 pb 881379 

Sonda         

LC Red 640 GGCAAGACGGAAAGACC 
2504-
2520   U27270 

Fluoresceín

a 
TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTAC

CC 
2473-
2501   U27270 

 

4.4 Preparación de la master mix  

Debido a que se utilizó el LighCyclertermociclador (Roche Diagnostics) las reacciones 

fueron llevadas en unos capilares en un volumen de 20 µl con 5 µl de templado con ADN, 4 µl 

de FastStart DNA Master HybridizationProbes (Roche Diagnostic) 0,4 ul de sonda (20 

µM/sonda) y 0,4 µl de primer forward y reverse. La amplificación de PCR comprende un ciclo 

una denaturación inicial a 95oC por 10 min, seguido por 50 ciclos de amplificación (con una 

temperatura de transición de 20oC/s) el cual consiste en 95oC por 0s, el annealing at 60oC por 

10 s y una extensión a 72oC por 17 s. Después de la amplificación se realiza un enfriamiento a 

4oC por 30 s. Por cada corrida se incluyó un control sin templado  con H2O y un pool genético 

bacteriano a una concentración de 100 ng/μl. Este pool genético está caracterizado por 

microorganismos proveniente de heces como Clostridium sp., EHEC (del inglés 

Enterohaemorragic Escherichia coli), EPEC (del inglés EnteropathogenicEscherichiacoli 

(EPEC) de la mucosa respiratoria como Mycobacteriumsp., el cual no incluye ninguna cepa de 

H. pylori o de Helicobactersp. 

En cuanto al análisis de las curvas de melting se lo realizó en un rango de temperatura 

de 40 a 70oC, la lectura se lo realiza a 640 nm con el mismo software integrado de 

LightCycler2.0.  
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4.6Purificación de productos de PCR y secuenciación  

Para el análisis por secuenciación se aislaron 5 muestras que representaban los casos 

más comunes en los resultados del análisis de las curvas de melting. Luegose realizó una 

amplificación por medio del LightCycler, en el cual no se utilizó las sondas y se cubrió esa 

cantidad con H2O y se utilizó el mismo programa ya creado para la PCR Real-time. Luego se 

prosiguió a realizar un gel de agarosa al 2% para verificación de la banda en 267 pb en una 

cámara de electroforesis. Se realizó una purificación de los productos de la PCR por 

precipitación con acetato de sodio- etanol. Después se utilizó 1,5 µl de producto para realizar 

la PCR de secuenciación con Big DyeTerminator Master Mix.Siguiente a esto se purificaron 

los productos de secuenciación  con por precipitación EDTA-etanol. La electroforesis capilar 

de los productos purificados en el equipo 3500 GeneticAnalyzer(AppliedBiosystems®). 

4.7Análisis de las secuencias  

Las secuencias obtenidas en el GeneticAnalyzer se alinearon con la secuencia con de la 

cepa UA802. El software realizó la comparación y encontró las variantes en cada uno de las 

muestras y la marcó con la letra del cambio perteneciente a un nucleótido mutado o SNP (del 

inglés Single Nucleotidpolymorphfism). Posterior a esto se utilizó el diagrama de IUPAC/IUB 

(del inglés International Union of Biochemistry/International Union of Pure and 

AppliedBiochemistry) propuesto por el programaSeqscape v3.0 para la interpretación de las 

letras que asignó el programa. Simultáneo a esto se fue comparando con las curvas de melting 

para cada una de las muestras. 

5. RESULTADOS 

 En cuanto a los primeros resultados de la optimización de la prueba, se obtuvo que tanto 

la concentración como la calidad del ADN por medio de la extracción con el High Pure Viral 



22 

 

NucleicAcid Kit fue satisfactoria, obteniendo una buena base de templado para las 

investigaciones futura como PCR Real time y secuenciación, además de que no presentó 

ninguna dificultad en la metodología previamente explicada.  De 50 muestras que se realizó las 

50 muestras superaron una concentración mayor a 20 ng/μl requerida por la PCR  y una calidad 

mayor a 1,7 (260/280)que nos muestra contaminación proteica (Lins, Lima , & Magalhaes , 

2010). El resultado de la concentración y calidad de ADN de todas las muestras se encuentran 

en el Anexo 7.  

Tabla No2 Resultado de la extracción de ADN por medio del High Pure Viral NucleicAcidKit. 

No. De Muestras  Concentración >20 ng/μl para PCR  Calidad (260/280)> 1,7 

50 50 50 

 

 La amplificación y detección de las mutaciones por medio de las curvas de melting 

como podemos observar en el gráfico No 2, se lo realizó de manera correcta, en cuanto a los 

resultados. El gráfico entrega las curvas de melting para las siguientes mutaciones A2142G, 

A2143G, A2142C y Wild Type. Donde se encontró que en base a resultados de previos estudios 

(Oleastro, y otros, 2003; Fontana, y otros, 2003; Garcia, 2010)las curvas varían en  0.3-

0.8oCsegún (Oleastro, y otros, 2003) y las temperaturas corresponden a 53 oC que equivalen a 

temperaturas desde 52.2-52.7oC (A2142G), 53.6oC desde 53oC en adelante(A2143G), 57oC a 

57,10oC en adelante (A2142C)y 60oCdesde 60,5oC  a 60,7oC(Wild Type). (Véase Gráfico No2)  

 A lo que respecta a la amplificación por PCR Real time, de las 50 muestras que se 

corrieron, 44 de ellas fueron positivas para CerTest 3 negativas para el mismo y 3 se utilizaron 

a partir del pool genético para verificar cada uno de los experimentos en PCR. Obtuvimos 35 

de 44 muestras positivas para PCR Real time y 12 negativas. Entregándonos una sensibilidad 

del 74% y una especificidad de 100% para la prueba PCR Real time con respecto al 

CerTest(Véase Tabla No.3) 
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Gráfico No 1. Curvas de mealting del fragmento de 267 pb del gen de ARNr 23S con las mutaciones A2142G, 

A2143G, A2142C y Wild Type. Los valores en el eje y representan la primera derivada negativa del cambio en la 

fluoresencia–(dF/dT) para la variación de la temperatura en grados Celsius.   

 La mutación que mostró mayor prevalencia fue la A2143G con 7 muestras de 44 

analizadas, a pesar de que la A2142G también presentó 6 del total de las muestras cuyo 

resultado fue positivo para CerTest,la A2143G  también estuvo presente en 2 muestras en donde 

se encuentran 2 picos en el melting correspondientes a 53oC y 600C, como se puede observar 

en el gráfico No.2 en el caso de la muestra 88. La muestra 88 presenta una combinación de 

Wild Typepositivo(WT+) resistencia previamente en concordancia por lo presentado por 

(Oleastro, y otros, 2003). Así mismo también existen 2 muestras con la combinación de WT + 

A2142G. Por último, la mutación A2142C la cual tiende a ser la menos prevalente como lo 

reportado en estudio previos (Liou, y otros, 2015), se obtuvo que 1 muestra del total desplegó 

dicha mutación, además también se encontró en combinación con la A2142G como se puede 
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observar en el Anexo2en la muestra 21. Dichos resultados concuerdan con estudios previos de 

muestras tanto de biopsias como de heces, teniendo la misma prevalencia de mutaciones con lo 

encontrado con este experimento como se puede observar en la Tabla No4. 

Tabla No 3. Comparación de los resultados cualitativos de PCR Real time vs CerTest de muestras con una 

calculadora clínica en línea (http://www.vassarstats.net/clin1.html)(Newcombe, 1998) 

  Condiciones por CerTest   

 PCR Real time Ausencia Presencia Total 

Test positivo 0 35 35 

Test negativo 3 12 15 

Total 3 47 50 

  

Valor estimado 

95% intervalo de confianza 

  Limite bajo Limite alto  

Prevalencia 94% 82% 98% 

Sensibilidad 74% 59% 85% 

Especificidad 100% 31% 100% 

 

 En cuanto al porcentaje global de la resistencia tenemos que el 43% (19 de 44 muestras 

positivas por PCR Real time) de las muestras analizadas obtuvieron mutaciones las cuales 

confieren resistencia a la claritromicina(Véase Tabla No 4). Por el otro lado como se puede 

observar en la Tabla No5, de las muestras consideradas negativas incluyen las muestras sin 

ningún amplicón por PCR Real time, las cuales también salieron negativas para el análisis 

CerTest, y las otras tres muestras de control negativo con el pool genético citado anteriormente.  

Tabla No4. Resultado de las mutaciones prevalencia y resistencia de las muestras positivas.  

No. de Muestras 

PCR Real- Time  

Wild 

Type 

A(214

2)G 

A(214

3)G 

A(214

2)C 

WT + 

A(2143)G 

WT + 

A(2142)G 

A(2142)C + 

A(2142)G 

Nega

tivo 

Tm=6

0 

Tm=5

3 

Tm=5

3.6 

Tm=5

7 

Tm = 60    

+          

Tm= 53,6 

Tm = 60 

+         Tm 

=53 

Tm = 57                      

+ Tm = 53   

http://www.vassarstats.net/clin1.html
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44 16 6 7 1 2 2 1 9 

Porcentaje de 

Prevalencia  36% 14% 16% 2% 5% 5% 2% 20% 

      Porcentaje de Resistencia 43% 

 

 De las 6 muestras utilizadas como control negativo, ninguna mostró amplificación o 

curva melting, como se puede observar en la Tabla No5.En la secuenciación, se la realizó con 

una muestra representativa de cada uno de los casos presentados en la Tabla No.4.Se logró 

secuenciar el fragmento de 267 pb con eficacia, en donde se obtuvo que de las muestras 

utilizadas todas concordaban con la mutación detectada en el melting como se puede observar 

en el Anexo 6donde se encuentran dichas  secuencias alineadas.       

 

 

 

 

Tabla No.5 Resultado de las mutaciones en muestras negativas.  

No. de Muestras 

PCR Real- Time  

Wild Type A(2142)G A(2143)G A(2142)C 

WT + 

A(2143)G 

A(2142)C + 

A(2142)G 

Nega

tivo 

Tm=60 Tm=53 Tm=53.6 Tm=57 

Tm = 60    +          

Tm= 53,6 Tm    

6 - - - - - - 6 

Porcentaje de 

Prevalencia              100% 
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 De las secuencias obtenidas en el software Data Analysis se observó los picos asignados 

y detectados para cada uno de las bases, estos resultados se exportaron dichas secuencias hacia 

una base de datos y se integró al sistema SeqScape 3.0.  Se utilizó la secuencia del Gen Bank 

U27270 como la secuencia referencia  y presentaron los siguientes resultados.  

En el caso de la muestra 184 se obtuvo una curva de melting de 53oC lo que representa 

un cambio de una adenina por una guanina o  A2142G como se puede observar en el Anexo 2. 

En el gráfico No.3, se observa una sola mutación que corresponde a una AG de la muestra 

18 que corresponde a un cambio de aminoácidos de adenina por guanina, como se observa en 

el recuadro. 

   

Gráfico No.2  Secuenciación del fragmento de 267 pares de bases de la muestra 184. En café la secuencia de 

referencia del Gen Bank (Acceso No: U27270). Recuadro cambio de una AG definido por un pico de color 

negro en el primer forward (HPYS) y primer reverse (HPYA) en la posición 2142.  

 La muestra 334 (ver Anexo 3) presentó un pico alrededor de 53oC lo que corresponde a 

una mutación en la posición 2143 AG. En el resultado de la secuenciación se corroboró dicha 

mutación como podemos observar en el gráfico No.3 señalado en el recuadro.  
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Gráfico No.3  Secuenciación del fragmento de 267 pares de bases de la muestra 334. En café la secuencia de 

referencia del Gen Bank (Acceso No: U27270). Recuadro cambio de una AG definido por un pico de color 

negro en el primer forward (HPYS) y primer reverse (HPYA) en la posición 2143. 

 Mientras que la muestra 21 fue la única que mostró 2 mutaciones, específicamente, en 

la posición 2142 AG (Tm = 53oC) y de adenina por citosina o AC (Tm=57oC) como se 

puede observar en el Anexo 2, con un pico muy pronunciando en 57oC y otro no tanto en 53oC. 

Esto fue corroborado por los resultados de la secuenciación de dicha muestra cómo podemos 

observar en el Gráfico No.4. Cuando existe una variante en base a la secuencia de referencia de 

C y G en las diferentes lecturas de los primers, se asigna una S, como se puede observar en el 

diagrama de UIPAC en el Gráfico No.4. 
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Gráfico No.4  Secuenciación del fragmento de 267 pares de bases de la muestra 21. En café la secuencia de 

referencia del Gen Bank (Acceso No: U27270). Recuadro negro cambio de una AC  definido por un pico de 

color azul y cambio de una AG definido por un pico de color negro. En otra ventana el diagrama IUPAC 

utilizado por el programa para asignar las variantes.  

 Otra de las combinaciones que encontramos en los resultados fue la combinación entre 

WT + A2142G, como podemos observar en el caso de la muestra 315 en el Anexo3 Tenemos 

un pico pronunciado en 60oC y otro menor en 53oC lo que representaría una cepa WT y otra 

mutación de AG en la posición 2142, lo cual fue correlacionado con los resultados que mostró 

la secuenciación como se puede observar en el Gráfico 5, en donde se define una R como 

resultado el cual según el diagrama IUPAC significa que tenemos tanto una A y como una 

guanina o G. 
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Gráfico No.5  Secuenciación del fragmento de 267 pares de bases de la muestra 315. En café la secuencia de 

referencia del Gen Bank (Acceso No: U27270). Recuadro negro cambio de una AG definido por un pico de 

color negro y concordancia con la secuencia referencia de la A en la posición 2142. En otra ventana el diagrama 

IUPAC utilizado por el programa para asignar las variantes.  

 Además de correr todas las variantes previamente mencionadas, también se agregó una 

muestra de WT como se puede observar en el Anexo 1. La muestra 277 presentó un pico en 

60oC el cual no representa una variante según la secuencia de referencia como se puede notar 

en la Gráfica No 6, en donde ninguna parte de la secuencia de la muestra se determinó una 

variante.  Todas las alineaciones de las secuencia se puede observar en el Anexo 6 para mayor 

observación del fragmento completo de 267 pb.  
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Gráfico No.6  Secuenciación del fragmento de 267 pares de bases de la muestra 277. En café la secuencia de 

referencia del Gen Bank (Acceso No: U27270). Recuadro negro la secuencia analizada sin variantes en la posición 

2142 y 2143 marcadas por una curva de color verde correspondiente a una A. 

6. DISCUSIÓN    

Este trabajo tiene como objetivo la implementación y optimización de un método el cual detecta 

las diferentes mutaciones en la zona codificadora de la peptidil- transferasa del 23S ARN 

ribosomal que confieren resistencia a la claritromicina, un método que ya ha sido implementado 

en países como Colombia (Alvarez, y otros, 2009) y Brasil (Fontana , y otros, 2003) para el 

control y tratamiento de H.pylori.  

6.1 Extracción de ADN en heces  

           La optimización del método radica en la utilización del PCR Real time como herramienta 

principal para la detección de las mutaciones(Mégraud, Besséde, & Lehours, 2014).Desde hace 

mucho tiempo se ha utilizado la sensibilidad y la especificidad de la PCR Real Time para 
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diagnóstico médico de varios tipos de microorganismos, como bacterias y virus, causantes de 

una variedad de enfermedades infecciosas (Belak, 2009; Monno, 2012; Lins, 2010). La técnica 

posee ventajas como la rapidez de los resultados y la detección de mínimas cantidades de ADN 

(Lipkin, 2010). A pesar de esto, existen un número de factores que se pueden generar a la hora 

de la amplificación, que pueden hacer que falle la reacción, los cuales pueden ser causados por 

algunos problemas en la extracción de ADN por ejemplo. En el caso de las heces es muy 

probable que se encuentre el grupo hemo y sus derivados metabólicos así como polisacáridos 

(Monteiro, 1997).Como pudimos observar en los resultados, el Kit Viral de Roche para la 

extracción de ADN mostró una gran eficiencia con la adición de un paso previo de preparación 

con PBS, el cual proporcionó una buena matriz para la suspensión celular parecido al protocolo 

utilizado porSchabereiter, y otros (2004). Este paso se lo realizó en base a estudios con H. pylori 

en los cuales utilizaban dicha matriz (Monteiro, 1997). No se evaluó la extracción aumentando 

las perlas Magna Beansya que la concentración y la calidad de las muestras fueron las 

adecuadas para el método deseado (ver Tabla No.1).  La cantidad requerida para el uso de la 

PCR con una concentración mínima de 20 ng/ul de ADN y una calidad de 1,7 o mayor 

presentados por las muestras(Garcia, 2010).  

A pesar de obtener una buena referencia en la cuantificación del ADN también podemos 

corroborar dicha eficiencia de la extracción  en las curvas de melting y de amplificación en el 

PCR Real-Time. Las curvas tanto de amplificación como de melting no presentan interferencia, 

no obstante, si existió un caso de la muestra 1861 como se puede observar en el anexo  4 y 5, 

que se tuvo que repetir debido a que la curva de melting salía a una temperatura menor a las 

estimada. Posterior a esto la corrida se repitió, logrando una curva demeltingesperada entre 

algunas de las mutaciones o cepa WT. Aun así no se podría atribuir totalmente a la extracción 

de ADN sino también a algunos problemas en la preparación del Master Mix, como por ejemplo 

falta de reactivo o mal pipeteo de las cantidades mediada por el operador(Monteiro, 1997).Otra 
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de las observaciones importante dentro de la extracción del ADN es que las muestras pueden 

ser eficientemente extraídas, pero la estabilidad no rinde mucho más de unas 3-4 corridas en 

Light Cycler, como se observó en el caso de los controles positivos. Los controles salieron del 

mismo estudio para corroborar las nuevas muestras con las mutaciones puntuales. Esto puede 

ser debido a que el ADN se degrada por el cambio de -20oC a temperatura ambiente y los 

controles deberían ser cambiados (Makristathis , Hirschl, Russmann, & Koletzko, 2007).  

6.2 Detección de mutaciones en PCR Real-time  

             En  cuanto a la amplificación por PCR Real time, tenemos que comenzar por el hecho 

de que no se evaluó muchas muestras debido a que el objetivo no fue comparar las técnicas 

como otros estudios en Portugal (Oleastro, y otros, 2003), China (Liu y otros, 2011), Brasil 

(Garcia, 2010)y Colombia (Correa y otros, 2000).(Correa et al, 2000), sino solo optimizar el 

método, teniendo en cuenta que se ha probado estas mutaciones varias veces en diferentes 

estudios en lo que respecta a resistencia a claritromicina (Malfertheiner y otros, 2012).A pesar 

de que varios de estos estudios como el de Oleastro y otros (2003)utilizaron muestras de 

biopsias para validar el método y compararon con el E- TEST, al contrario de nuestra 

metodología, que se utilizó heces y no se comparó con ningún método, debido que se utilizó el 

CerTest únicamente para discriminar en primera instancia los pacientes presuntivos de 

H.pylori. Justificado por la razón de que se presente un cuadro clínico con un paciente  cuyo  

tratamiento está  siendo inefectivo y se ha vuelto a detectar a la bacteria por algunos métodos 

entre los que están histológicos, endoscópicos, inmunológicos, serológicos o moleculares 

(Megraud y otros, 2013). Esto  requeriría entender porque el tratamiento sigue siendo inefectivo 

pudiéndose agravar las implicaciones clínicas por la persistencia de H. pylori. Lo que nuestra 

metodología solucionaría de manera rápida y efectiva si se trata un caso de resistencia o no. El 

cual sugeriría en caso de ser positivo paras las mutaciones, un cambio en el tratamiento que el 

paciente recibe, lo que ninguna de las técnicas anteriores podría sugerir.             Por ende es 
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imposible comparar esta metodología con la prueba de antígeno CerTest, además de ya haber 

sido validada por muchos otros autores, como  Fontana, y otros (2003); Lopez-Brea & Alarcón 

(2006); Oleastro, y otros (2003) y Taylor,y otros (1997), que ante el método de disco E-test o 

HELIS, obtuvieron muy buenos resultados. 

En comparación con el CerTesttenemos que es una prueba inmunocromatográfica que detecta 

antígeno por medio de un inmunocomplejo, dicho antígeno puede presentar reacción cruzada 

(Megraud y otros, 2013) por dicha razón como se ha expuesto en varios artículos justifica 

nuestro porcentaje de concordancia del 80%, en el caso de las muestras positivas. El 20% de 

discrepancia se puede dar debido a que la prueba del CerTestpuede generar muchos falsos 

positivos, que para PCR son totalmente negativas o Wild Type que se incluyen en dicho 

porcentaje de discordancia  muy cercano al 16% que presenta(Liu et al, 2011). En el caso de 

las muestras positivas también encontraron falsos negativos en ensayos inmunocromatográficos 

debido a la baja sensibilidad de estas pruebas porque pueden ser que las cepas susceptibles se 

encuentren en baja cantidad (Oleastro, y otros, 2003). Cuando por el otro lado el PCR Real time 

puede detectar hasta un 10% de las cepas mutadas con referencia a la WT(van Doorn y otros, 

2001) y detectar falsos negativos de la inmunocromatografía la cual no posee tanta sensibilidad. 

Este caso no ocurrió en el ensayo debido a que solo utilizamos 3 muestras negativas para 

CerTest no obstante no se descarta la posibilidad de encontrar casos de pacientes con una prueba 

inmunocromatográfica negativa y alguna mutación de resistencia presente en una pequeña 

cantidad de las cepas presentes por PCR Real Time.  

            En cuanto a la prevalencia de las mutaciones, se encontró que la A2143G estuvo 

presente en el 16% en nuestro estudio, siendo la mutación con mayor prevalencia como lo 

reportado en Europa (Agudo, y otros, 2010)y América (Garcia, 2010).Por otro lado comparado 

con China en donde aún existe  discrepancia entre si es A2144G o A2143G en donde igual está 
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presente (Xiong, y otros, 2012). Discrepando totalmente con África en donde la  A2144G se 

ubica como la más importante  (Mansourk, Burucoa, & Zribi, 2010).   

           La A2142G fue la segunda mutación más prevalente en el estudio, teniendo una 

prevalencia de 14% en las muestras estudiadas. Esta mutación al igual que la anterior, es muy 

difícil de analizar en el melting debido a que se encuentra con una separación de apenas 0,5oC 

con la A2143G, como se puede observar en la Fig.1. La diferencia en las curvas de melting se 

da debido a la hibridación de las sondas a diferente temperatura de melting. La temperatura de 

melting se define como la temperatura en la cual el 50% de mi fragmento se encuentra en forma 

de hebra simple, el cual varía dependiendo de la concentración de bases nitrogenadas presente 

en el fragmento(Fontana , y otros, 2003). Por ende la fluorescencia se emite y es detectada a 

diferentes temperaturas en este caso. Muchos de los estudios previos no han detectado 

específicamente en la curva meltingla mutación en cuestión y se ha reportado como A2142/3G 

porOleastro y otros (2003); Marais y otros (1999) y van Doorn y otros (1999). En el caso de 

nuestro estudio se comprobó dichas mutaciones por medio de la secuenciación de Sanger por 

ciclos térmicos, lo cual nos permitió validar tanto las curvas de melting para utilizarlas como 

referencia sostenible de la diferencia en el análisis. En el Anexo 3 por ejemplo podemos 

observar una corrida cuyo análisis podría ser complicado y se ha vuelto muy difícil diferenciar 

las dos mutaciones A2142G y A2143G para otros estudios.Al realizar la secuenciación, nos 

permite(Ver Gráfico 3)determinar que una temperatura alrededor de los 53oC, que el análisis 

de las curvas de melting mostraba la mutación correcta , ya que luego la  secuenciación 

corroboró dichos  resultadoscomo lo hizo (Noguchi, y otros, 2007). En el Gráfico No.3 

podemos diferenciar claramente cómo se presenta una muestra que posee con una mutación en 

la posición 2142 y otra por una mutación en 2143 (recuadro negro) cuyas bases cambian de 

AG pero en diferente posición con respecto a la secuencia de referencia.  
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           En cuanto a la mutación A2142C se ha descrito como la menos prevalente (López-Brea 

& Alarcón, 2006), la cual estuvo presente sorpresivamente  en nuestro estudio, debido a que 

estadísticamente por el número de cepas estudiadas, era muy poco probable que esta mutación 

se diera.  Por otro lado se encontró al igual combinada con otra mutación en el caso de la 

muestra 21. Esto muy parecido a varios estudios realizados con PCR Real-Time los cuales 

concuerdan con la mezcla de genotipos que se presentan debido a la alta sensibilidad presentada 

por los primers y sondas de este métodoScaletskyy otros (2011); Xiongy otros (2012); Lopez-

Brea & Alarcón (2006) y Lee y otros (2013). Las combinaciones son producto de la alta 

sensibilidad que muestra la técnica como podemos corroborar por casos en los que presentaron 

dos picos diferentes una correspondiente a WTy otro a una mutación (Oleastro, y otros, 2003).  

            Las combinaciones de genotipos se pueden dar por dos de razones. La primera es que 

al ser una muestra proveniente de heces fecales puede existir la denominada “mezcla de 

poblaciones”, en donde se encuentran poblaciones tanto resistentes comoWT o como en 

algunos estudios en donde se ha detectado dos o más cepas resistentes (Lottpeich, y otros 

(2007); Versalovic, y otros (1996) y Taylor, y otros (1997). Las bacterias pueden estar en el 

intestino como agregaciones celulares o biofilms, lo que daría una idea de que en las muestras 

se podría encontrar dos o más cepas y, teniendo en cuenta que la vía de infección es oral-fecal 

con reservorio en humano, es muy probable que se obtenga dos o más genotipos diferentes 

(Alvarez, y otros, 2009).La segunda razón por el cual se puede dar estas combinaciones es que 

los genotipos sean proveniente de una misma cepa que tenga diferentes alelos en el ADN 23S 

ribosomal como lo mostrado Lee, y otros. (2013), pero discrepando con (Oleastro, y otros, 

2003) debido a que en ese estudio se procesaron muestras de biopsias.   
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6.3 Prevalencia de la resistencia  

             El porcentaje de resistencia total del estudio fue de 43% (19 en un total de 44 muestras 

positivas para H. pylori) en donde se tomó en cuenta  los genotipos combinados de resistencia 

como un paciente con resistencia al igual que las mutaciones combinadas y todo eso se dividió 

para todos los pacientes que tuvieron positivo en el test de CerTest. Este resultado se relaciona 

con lo reportado a lo largo de Sur América que varía entre 0 al 60%, siendo el continente en 

promedio con mayor resistencia a la claritromicina(Camargo, y otros, 2014). Por estudios  con 

porcentajes de resistencia como: 60% en Colombia (Yepes, Rodriguez, Ruiz, & Ariza , 2008), 

50% Perú (Fochesatto, Guayán, Moran, & Vizacino, 2004), 18-22% Brasil (William, y otros, 

2004), 2.2% Paraguay (Fariña, y otros, 2007) y 20% Chile (Vallejos, y otros, 2007).   

             Nuestro resultado en supremacía a lo reportado  en el 2003 en un estudio realizado en 

Guayaquil, determinó que la resistencia de claritromicina de un  9,5% utilizando E-test(Debets-

Ossenkopp, y otros, 2003). El E-test se ha comparado varias veces con las mutaciones que 

confieren resistencia detectadas por PCRReal Time y se ha encontrado una correlación del 

96,4% (Oleastro, y otros, 2003). La ventaja del PCR Real time sobre este método es que es más 

sensible debido a que es capaz de detectar las mezclas de poblaciones previamente 

mencionadas. Ya que se obtuvieron casos en donde existía la mutación en PCR Real time 

mientras que en la tirilla no mostraba ninguna reacción por E-test (Mégraud, Besséde, & 

Lehours, 2014). También la gran diferencia de porcentaje la podemos acreditar al hecho del 

tiempo, de esta única publicación hecha en el país, en ese tiempo la resistencia pudo crecer 

debido a que no hay proyectos de restricción de consumo de antibióticos en el Ecuador, como 

lo hecho en Taiwan por ejemplo que bajo en una 7.9% (Liou, y otros, 2015).     En primera 

instancia el medicamento que se recetaba primordialmente era el metrodinazol, mientras que la 

claritromicina se la utilizaba en menor proporción (Debets-Ossenkopp, y otros, 2003). Ahora 

se utiliza una combinación triple constituida por: un inhibidor de la bomba de protones como 
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el metrodinazol, un macrólido como la claritromicina y un beta-lactámico como amoxicilina 

(Fariña, y otros, 2007) El tratamiento ha sido demostrado ser el más eficaz contra el 

Helicobacter pylori a pesar de las mutaciones además de demostrar la importancia de la 

claritromicina por encima de metrodinazol que aun así exista resistencia logra servir, mientras 

que en el macrólido no sigue el mismo patrón (Fischbach & Evans, 2007). Por la creciente 

subida de claritromicina es que se ha evaluado estas mutaciones y por lo que hemos encontrado 

mayor resistencia a claritromicina de lo reportado anteriormente por (Debets-Ossenkopp, y 

otros, 2003). Además de todo esto tenemos que tener en cuenta que la claritromicina se 

comercializó y utilizó desde los años 90 como antibiótico para tratar enfermedades del tracto 

superior respiratorio (Alvarez, y otros, 2009). 

6.4 Mutaciones en el gen 23S rRNA 

            A pesar de que se han tratado de asociar mutaciones que confieren resistencia a 

claritromicina, en diferentes subunidades de los ribosomas bacterianos como 16S, 5S y de 

más(Taylor, Zhongming, Purych, Lo, & Hiratsuka, 1997). El 23S es el que más ha tenido 

aceptación en la comunidad científica debido a que es el más asociado con resistencia a 

claritromicina (Makristathis, y otros, 2007; Oleastro, y otros, 2003; Versalovic, y otros, 1996; 

y Taylor, y otros, 1997). Mientras que el 16S más se encuentra asociado a 

tetraciclina(Versalovic , y otros, 1996) y el 5S con eritromicina (Taylor, y otros, 1997). Es 

determinante explicar porque utilizamos esta región si es que existen muchas subunidades 

ribosomales potenciales.  

         La razón por la cual utilizamos primers y sondas para la región 23S rRNA del 

Helicobacterpylor, es debido a que las mutaciones A2142/3G y A2142C están específicamente 

colocadas en la región de la activación de la peptidiltransferasa, en el dominio V (como se 

puede observar en el Anexo 7) (Versalovic , y otros, 1996). Dichas mutaciones provocan un 

cambio conformacional del ribosoma a nivel externo. Este cambio reduce la afinidad entre la 
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14-hidroxiclaritromicina de la claritromicina y la subunidad 50S del ribosoma bacteriano 

deH.pylori,  que en vez de cumplir su actividad microbicida inhibiendo las cadenas nacientes 

de polipéptidos, bloqueando la peptidiltransferasa, por medio de la liberación del ARNt del 

sitio A del ribosoma,lo cual deberían acabar con la bacteria.No lo logra, debido a quela 

claritromicina no llega a unirse al ribosoma, dejando que actúe de manera normal y que las 

cadenas polipeptídicas se ensamblan sin problemas (Goldman, y otros, 1994). 

         Las mutaciones en las posiciones 2142 y 2143 de H. pylori  han demostrado que son 

mutaciones equivalentes a las 2058 y 2059 en el genoma de 23S rRNA de Escherichacolique 

confieren resistencia a macrólidos(Versalovic , y otros, 1996).Además de equivalentes entre sí, 

estas especies pueden asociarse con los mayores MICspresentados en varias cepas aisladas, 

como por ejemplo, la cepa UA802 de H. pylori(Taylor, y otros, 1997).  Por un lado la mutación 

2058 se ha encontrado en genes mutados de rRNA 23S en plásmidos a manera de multicopia, 

es decir en grandes cantidades como parte de la transferencia de genes entre bacterias, que 

confiere resistencia a eritromicina(un macrólido parecido a la claritromicina)(Vester & Garrett, 

1987).Mientras que la 2059 no se había reportado para bacterias, pero estaba asociada a 

resistencia hacia algunos herbicidas en  cloroplastos de plantas, agentes bioquímicos al igual 

que los macrólidos(Cseplo, Etzold, Talbi, Megraud, & Lamouliatte , 1988), hasta que luego se 

lo detectó en E.coli(Taylor, y otros, 1997). Estas dos mutaciones se pueden encontrar por la 

acción de dos copias  del operon 23S rRNA  encontrados en el genoma de H.pylorilo que le 

entrega la posibilidad de ser heterocigoto en contraste con Mycobacteriumaviumque solo posee 

una copia de su gen en cada ribosoma  y no lo puede ser(Bukanov & Berg, 1994).  A pesar de 

esto se ha encontrado por ejemplo que Bacillussubtilistiene que tener una sola copia mutada 

para generar resistencia, mientras que se sugiere que H. pylori necesita de sus dos copias 

mutadas para generar mayor resistencia (Doi, 1991) 

6.5 Ventajas de PCR Real-Time vs otras metodologías 
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           En cuanto a las ventajas del PCR Real time, contra otros métodos de diagnóstico 

podemos observar que  en primera instancia tiene una buena correlación con el E-test que se 

presenta en algunos caso como la prueba gold estándar (E-test) con un 98% (Monno, y otros, 

2012) y con el método de ureA muy utilizado en 96% (Xiong, Tong, Wang, & Mao, 2012).  A 

pesar de que algunos artículos atribuyen una baja de sensibilidad cuando se utilizan muestras 

de heces debido a dos principales aspectos, el primero por la mezcla de microbiota y el segundo 

por una infección mixta de las cepas resistentes con las sensibles en casos en el que el WT se 

encuentra 10:1 en donde predominaba la presencia de WT (Schabereiter-Gurtner, y otros, 2004; 

Lottpeich, y otros, 2007). Esto no ocurrió en nuestro estudio debido a que nosotros si obtuvimos 

algunas muestras en combinación WT + Resistencia, además de corroborar con secuenciación 

una cepa WT en comparación a algunas combinadas. La secuenciación de Sanger (Versalovic 

, y otros, 1996) como se ha podido valorar en muchas pruebas se considera como el mejor 

acercamiento para la detección de mutaciones a lo largo de los genes 23S rRNA los cuales 

confieren resistencia a la claritromicina(Occhialini, y otros, 1997), al utilizar este componente 

en la metodología nos ayudó a confirmar los meltings y la técnica de PCR Real-time que son 

métodos menos complejos, menos largos y rápidos en términos de tiempo para detectar las 

mutaciones como lo hecho por (Noguchi, y otros, 2007). La técnica utilizada ha sido probada 

y medida con una sensibilidad de 98,4% y especificidad 94,1% por (Oleastro, y otros, 2003).  

          La técnica proporciona una gran ayuda en el aspecto clínico, como en Austria un hospital 

de niños ha introducido el PCR Real time en las prácticas como un método novel no invasivo 

para la infección y resistencia a claritromicina, además de que el hospital confirmo el uso 

clínico de dicho método en pediatría con una 96% de erradicación en un estudio de soporte 

(Vécesei, y otros, 2010). En cuanto a la comparación con otros métodos por ejemplo 

moleculares como el PCR-RFLP tenemos que se ha demostrado por (Fontana , y otros, 2003) 

que no sirve para muestras de heces, además de tener un bajo rendimiento, ser incómodo al 
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momento de analizar por los patrones de restricción, la complejidad de detectar alelos y los 

falsos negativos que presenta (Lins, Lima, & Magalhaes , 2010). Para otras pruebas como la 

urea posee bajísima sensibilidad y especificidad (Xiong, Tong, Wang, & Mao, 2012); el E-test 

tiene la desventaja de durar 7-8 días para emitir un resultado además de los problemas que 

presente el cultivo previo antes de colocar la tirilla (Monno, y otros, 2012); y por último el  

HPSA ELISA (del inglésHelicobacter pylori StoolAntigenEnzyme-

LinkedImmunosorbentAssay) solo sirve para la detección de Helicobacter pylori presenta una 

mayor sensibilidad pero no presenta la resistencia a claritromicina(Booka, y otros, 2005).   
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7. CONCLUSIONES 

 La detección molecular de las resistencias a la claritromicina fue exitosa debido a que 

pudimos encontrar todas las mutaciones reportadas anteriormente.La mutación A2143G fue la 

mutación más prevalente entre las estudiadasy el porcentaje de resistencia se encuentra dentro 

de los rangos reportados en latino américa con 43%. En cuanto a la metodología, no se encontró 

ningún problema con las muestras de heces y el protocolo mostró buena eficiencia en cuanto a 

la concentración y calidad del ADN. Además las muestras tuvieron picos bien definidos en sus 

curvas demelting, teniendo como resultado la mutación A2143G en 530C, la A2142G en 52-

52,7oC y la A2142C alrededor de 57oC. La puesta a punto del PCR Real time no mostró ningún 

problema y se utilizó controles negativos los cuales no amplificaron. En cuanto a la 

corroboración de la técnica por medio de la secuenciación de Sanger, se obtuvo una 

concordancia total de lo obtenido por la curva de melting y la alineación de las cepas mutadas 

con la secuencia base del 23S rRNA en el software SeqScapeSoftware 3.0. La detección de 

estas mutaciones por PCR Real time en heces posee la ventaja principal de no ser un método 

invasivo de detección y tener una alta sensibilidad y especificidad; además de poder dar un 

tiempo respuesta de 2 horas máximo para generar un resultado. Este proyecto permite dar una 

pauta a muchas alternativas, que se pueden dar en el país como por ejemplo: estudios a nivel 

molecular de la mutación más prevalente, estudios a nivel nacional del porcentaje de 

persistencia, programas de control de la ingestión de claritromicina sin receta, a pesar de esto 

no podría ser utilizado como prueba gold estándar en el país debido a su costo. Y por último 

dar un adecuado diagnóstico para que los pacientes reciban un tratamiento efectivo y la 

persistencia del Helicobacter pylori no desarrolle en un cáncer gástrico o una ulcera.  

8. RECOMENDACIONES  
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La detección de las mutaciones que confieren resistencia a la claritromicina por medio 

de PCR Realtime constituye una técnica muy fácil de realizar. Para mejorar la eficiencia de 

dicha técnica es importante tener en cuenta varias recomendaciones. Primero en lo que viene el 

tema de las muestras de heces, es preferible realizar la extracción en las 24 horas desde que 

llegue al laboratorio y la corrida por PCR Realtime máximo en 48-72 horas. Esta metodología 

también está validada para muestras de biopsia que se las puede realizar sin problema.  Es 

importante  mantener refrigerada la muestra a una temperatura de 2-8 oC en el frasco de 

recolección de heces y el ADN en congelación. Al momento de la extracción previamente se 

debe diluir con PBS o cualquier solución tampón similar para mejorar la eficacia de la 

extracción. Para ahorrar el trabajo y tiempo de una extracción manual, se puede utilizar el 

QiagenStool Mini Kit u otros kits de extracción de heces. En cuanto al PCR Real time definir 

en el análisis de las curvas de melting los picos correspondientes a las mutaciones A2142/3G y 

si no es posible hacerlo reportar como cepa mutante. Sería de gran ayuda para mejorar la 

validación de la técnica un control externo, el cual tenga las cepas mutadas como una WT. En 

cuanto a los controles internos se puede utilizar un máximo de 3 veces debido a la degradación 

del ADN, ya que se observó que en muestras de heces tiende a degradarse por el cambio de 

temperatura al usar en cada corrida como control. La primera amplificación para secuenciación 

se puede no solo realizar en el mismo Light Cycler sino también en cualquier Termociclador 

de punto final. Para la purificación del amplicónde PCR se puede utilizar kits para la 

purificación de la banda y cuantificar para verificar que la banda este en una concentración 

deseada. Mientras que, después de la correcta validación del método, la secuenciación solo es 

necesaria hacerla si se desea aclarar una duda en las curvas de melting.    
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ANEXOS 

ANEXO 1: Corrida de PCR Real-time con muestras de ADN 
extraído de heces y controles positivo CP y negativo CN.  

 

ANEXO 2: Corrida de PCR Real-time con muestras de ADN 
extraído de heces y controles positivo CP y negativo CN.  
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ANEXO 3: Corrida de PCR Real-time con muestras de ADN 
extraído de heces y controles positivo CP y negativo CN.  

ANEXO 4: Corrida de PCR Real-time con muestras de ADN 

extraído de heces y controles positivo CP y negativo CN. 
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ANEXO 5: Corrida de PCR Real-time con muestras de ADN 
extraído de heces y controles positivo CP y negativo CN.  
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ANEXO 6: Alineación de las muestras correspondientes a diferentes mutaciones encontradas en 
el análisis de melting con la secuencia de referencia GB:U27270.  
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ANEXO 7: Esquema de las mutaciones en el Dominio V de la 
región 23rRNA de la subunidad 50S. 

 

 
ANEXO 8: Tabla con los resultados de la cuantificación de 
ADN por espectrofotometría.  
No. Codificación  260 280 Concng/ul Rate 

1 1319 0,2456 0,0981 204,3 2,50 

2 1320 0,219 0,0889 224,6 2,46 

3 330 0,08471 0,03341 85 2,54 

4 309 0,21489 0,089999 198,8 2,39 

5 329 0,0727 0,0243 72,7 2,99 

6 324 0,0736 0,024 73,6 3,07 

7 96 0,0856 0,0287 85,6 2,98 

8 331 0,1431 0,0487 143,1 2,94 

9 327 0,1622 0,0567 162,2 2,86 

10 163 0,1623 0,0601 162,3 2,70 

11 1861 0,1621 0,0566 162,1 2,86 

12 1877 0,1865 0,066 186,5 2,83 

13 1308 0,2472 0,0879 247,2 2,81 

14 1303 0,2366 0,0881 236,6 2,69 

15 7801 0,1289 0,0466 128,9 2,77 

16 100 0,05 0,0243 50 2,06 

17 1310 0,073 0,0344 73 2,12 

18 121 0,2045 0,0772 204,5 2,65 

19 111 0,2859 0,0961 285,9 2,98 

20 102 0,1327 0,0509 132,7 2,61 

21 88 0,067 0,0311 67 2,15 

22 87 0,0794 0,0312 79,4 2,54 

23 1302 0,1865 0,0724 186,5 2,58 

24 1304 0,013 0,0052 13 2,5 

25 192 0,0866 0,0344 86,6 2,52 

26 278 0,0256 0,0094 25,6 2,72 
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27 277 0,1654 0,0706 165,4 2,34 

28 263 0,1184 0,043 118,4 2,75 

29 339 0,1964 0,0771 196,4 2,55 

30 334 0,1521 0,591 152,1 2,57 

31 331 0,1707 0,0612 170,7 2,79 

32 329 0,027 0,0121 27 2,23 

33 320 0,0212 0,0079 21,2 2,68 

34 315 0,1883 0,0719 188,3 2,62 

35 323 0,1871 0,0664 187,1 2,82 

36 18 0,2013 0,0718 201,3 2,8 

37 313 0,0827 0,0316 82,7 2,62 

38 2 0,2873 0,1156 287,3 2,49 

39 312 0,1386 0,0577 138,6 2,4 

40 105 0,2326 0,0929 232,6 2,5 

41 313 0,1255 0,0543 125,5 2,31 

42 192 0,1865 0,066 186,5 2,83 

43 315 0,1542 0,054 154,2 2,86 

44 21 0,1707 0,0561 170,7 3,04 

45 158 0,1631 0,0582 163,1 2,8 

46 361 0,1796 0,0599 169,7 3,00 

47 184 0,147 0,06579 112,4 2,23 

48 C. dificille 1 0,28742 0,078414 84,3 3,67 

49 C. dificille 2 0,322 0,0992 113,6 3,25 

50 MTB  0,178 0,0668 50,7 2,66 

 

 


