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RESUMEN

La rapida aparicion y propagacion de cepas de Helicobacter pylori resistentes ha
disminuido la eficacia de la terapia, destacando la necesidad de tratamientos
guiados por pruebas de susceptibilidad antibidtica. Sin embargo, las pruebas
actuales basadas en cultivos son lentas, costosas y técnicamente desafiantes. Para
superar estos obstaculos, se han desarrollado métodos basados en PCR para
identificar mutaciones asociadas a la resistencia a claritromicina y levofloxacino,
aunque no explican completamente la resistencia a amoxicilina y metronidazol,
resultando en baja concordancia con los perfiles fenotipicos.

Los métodos basados en la secuenciacion del genoma completo (WGS) han
demostrado ser eficaces para detectar factores genéticos complejos responsables de
la resistencia antimicrobiana en H. pylori. Este proyecto demostrdé que la WGS
puede describir los maltiples mecanismos de resistencia en aislados de H. pylori
aisladas de pacientes dispépticos del Hospital y Clinica Cayetano Heredia,
estableciendo su concordancia con la susceptibilidad fenotipica para los farmacos
de referencia.

La resistencia a los farmacos de primera linea fue multifactorial, con cada mutacion
contribuyendo significativamente en conjunto con otras. Las mutaciones en las
posiciones 2142 y 2143 del ARNr 23S fueron marcadores robustos de resistencia a
claritromicina, con un indice Kappa de 0.714. La combinacién de mutaciones en
los genes gyrA y gyrB mejoré la precision diagndstica de la resistencia a
levofloxacino, con un indice Kappa de 0.598. Para la resistencia a amoxicilina, la
combinacion de mutaciones en los dominios PBP1A permitié una prediccion

moderada, con un coeficiente Kappa de 0.281. Las mutaciones en el gen rdxA, que



afectan la union a FMN vy la dimerizacion, junto con los codones de terminacion
prematura, son factores principales de resistencia al metronidazol (Kappa = 0.44).
No se encontraron mutaciones en las posiciones 926-928 del ARNr 16S, sugiriendo

mecanismos alternativos en cepas resistentes a tetraciclina.

PALABRAS CLAVES H. pylori, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA, |,
SECUENCIACION DE GENOMA COMPLETO, CONCORDANCIA,

COEFCIENTE DE KAPPA, FENOTIPO, GENOTIPO



ABSTRACT

The rapid emergence and spread of resistant Helicobacter pylori strains have
reduced the efficacy of therapy, highlighting the need for treatments guided by
antibiotic susceptibility testing. However, current culture-based testing methods are
slow, costly, and technically challenging. To overcome these obstacles, PCR-based
methods have been developed to identify mutations associated with resistance to
clarithromycin and levofloxacin, though they do not fully explain resistance to
amoxicillin and metronidazole, resulting in low concordance with phenotypic
profiles.

Whole-genome sequencing (WGS) methods have proven effective in detecting
complex genetic factors responsible for antimicrobial resistance in H. pylori. This
project demonstrated that WGS can describe multiple resistance mechanisms in H.
pylori strains isolated from dyspeptic patients at Hospital y Clinica Cayetano
Heredia, establishing their concordance with phenotypic susceptibility for reference
drugs.

First-line drug resistance was multifactorial, with each mutation contributing
significantly in combination with others. Mutations at positions 2142 and 2143 of
the 23S rRNA were robust markers of clarithromycin resistance, with a Kappa index
of 0.714. The combination of mutations in the gyrA and gyrB genes improved the
diagnostic accuracy for levofloxacin resistance, with a Kappa index of 0.598. For
amoxicillin resistance, the combination of mutations in the PBP1A domains
allowed for moderate prediction, with a Kappa coefficient of 0.281. Mutations in
the rdxA gene, affecting FMN binding and dimerization, along with premature stop

codons, are major factors in metronidazole resistance (Kappa = 0.44). No mutations



were found at positions 926-928 of the 16S rRNA, suggesting alternative

mechanisms in tetracycline-resistant strains.

KEYWORDS:

H. pylori, ANTIMICROBIAL RESISTANCE, COMPLETE GENOME
SEQUENCE, CONCORDANCE, KAPPA COEFFICIENT, PHENOTYPE,
GENOTYPE



. INTRODUCCION

I.L1.  Antecedentes

Aproximadamente la mitad de la poblacién mundial esta afectada por la infeccion
causada por Helicobacter pylori (H. pylori). Los regimenes recomendados por el
Colegio Americano de Gastroenterologia y la Conferencia de Maastricht incluyen
terapia triple, cuddruple y secuencial, que pueden detener la progresion de la
gastritis atréfica cronica y la metaplasia intestinal, previniendo el cancer gastrico
(Cho et al., 2021). Estas terapias combinan un supresor de acido, como los

inhibidores de la bomba de protones (IBP), con antibioticos (O’connor et al., 2009).

A pesar de los diversos tratamientos, la erradicacion de H. pylori es dificil debido
a su alta resistencia antimicrobiana. Las tasas de resistencia globales son:
claritromicina 5-25%, metronidazol 50-80% , tetraciclina 0-5% y amoxicilina 0-1%
(Hunt et al., 2010; Megraud et al., 2013). En Peru, se reportaron tasas de resistencia
de 35.2% para claritromicina, 69.9% para metronidazol, 72.1% para levofloxacino,
65.3% para amoxicilina y 7.8% para tetraciclina (Chu, 2021).

La resistencia a los antibioticos se origina principalmente por cambios genéticos en
las dianas farmacol6gicas, impidiendo su mecanismo de accion (Tshibangu-
Kabamba et al., 2021). Estudios previos han demostrado que las cepas resistentes
de H. pylori presentan cambios genéticos cromosomicos, no extracromosomicos,
como plasmidos. Estos cambios, que incluyen mutaciones de cambio de lectura, sin
sentido, inserciones y deleciones, resultan en resistencia antimicrobiana (Argueta

et al., 2022; Tshibangu-Kabamba et al., 2021). Otros mecanismos de resistencia,



como bombas de eflujo, formacion de biopeliculas y formas cocoides, requieren
mas investigacion (van Amsterdam et al., 2005; Hou et al., 2022).

Mediante métodos moleculares tradicionales, se han detectado numerosas
mutaciones en el sitio de unién a macrolidos del gen ARNr 23S, relacionadas con la
resistencia a claritromicina. Las mutaciones A2142G, A2142C y A2143G han sido
confirmadas experimentalmente como contribuyentes a esta resistencia (Taylor et
al., 1997). La secuenciacién de proxima generacion (NGS) ha identificado cambios
puntuales en las posiciones de nuclettidos 2142 y 2143 del gen ARNr 23S como
determinantes clave de la resistencia a claritromicina (De Francesco et al., 2010;
Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Taylor et al., 1997).

El mecanismo de resistencia a metronidazol no est4d completamente explicado. Se
han descrito diversos mecanismos, como la reduccion de la actividad de las
nitroreductasas de H. pylori, debido a mutaciones puntuales y de cambio de marco
en los genes rdxA y frxA, que codifican las enzimas NAD(P)H nitroreductasa y
NAD(P)H flavin nitroreductasa, respectivamente (Argueda et al., 2022). La NGS
ha identificado determinantes genéticos adicionales, como inserciones, deleciones
y mutaciones sin sentido en estos genes (Saracino et al., 2021; Vital et al., 2022).
Sin embargo, también se han encontrado cepas resistentes al metronidazol sin
mutaciones en rdxA y/o frxA (Lauener et al., 2019; Domanovich-Asor et al., 2020).
La WGS ha permitido estudiar otros genes hipotéticos relacionados con la
resistencia a metronidazol, como recA, sodB, fur, mdaB, ribF, ompl11ly rpsU (Binh
et al., 2015; Tshibangu-Kabamba y Yamaoka, 2021).

El levofloxacino tiene como blanco las subunidades de las enzimas girasas (gyrAy

gyrB), esenciales para la sintesis de ADN y transcripcion (Miyachi et al., 2006). La



resistencia a este farmaco se debe principalmente a mutaciones puntuales en las
regiones QRDR del gen gyrA. La WGS ha identificado mutaciones dentro y fuera
de las QRDR en gyrA 'y gyrB que contribuyen a esta resistencia (Hu et al., 2016;
Tshibangu-Kabamba et al., 2020).

La resistencia de H. pylori a la amoxicilina se atribuye a cambios genéticos en los
genes PBP, especialmente en los motivos SXN/SXXK/KTG de PBP1A, PBP2 y
PBP3 (De Francesco et al., 2011). La WGS ha confirmado la relevancia de los
cambios genéticos en pbpl y otros posibles mecanismos de resistencia en los genes
hofH, hefC y hopC (Qureshi et al., 2014).

La resistencia a tetraciclina esté relacionada con sustituciones en el sitio de union
primario en el gen ARNr 16S (Gerrits et al., 2002; Ramirez et al., 2012).

Los estudios gendmicos iniciales determinaron mutaciones puntuales y complejas
en genes asociados a la resistencia a claritromicina, tetraciclina, levofloxacino y
rifampicina, mostrando buena concordancia con el perfil de susceptibilidad
fenotipica, excepto para metronidazol (Lauener et al., 2019; Tuan et al., 2019). El
analisis del resistoma completo también demostrd un alto rendimiento en la
prediccidn del perfil fenotipico para amoxicilina, claritromicina y levofloxacino, y
moderado para metronidazol (Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Saranathan et al.,
2020).

Los estudios en Peri han mostrado altas tasas de resistencia a metronidazol y
claritromicina, con tasas moderadas a amoxicilina y bajas a tetraciclina (Boehnke
et al., 2017; Bilgilier et al., 2020; Olano et al., 2021). Estas altas tasas subrayan la

necesidad de estrategias de vigilancia de la resistencia antimicrobiana en Per(



1.2.  Planteamiento del problema

La resistencia a los antibioticos es un problema creciente para las terapias de
erradicacion de Helicobacter pylori. En particular, las tasas de resistencia a
claritromicina, metronidazol y levofloxacino en la mayoria de paises, incluyendo
Latinoamerica han aumentado significativamente (Savoldi et al., 2018). En Perd,
segun los reportes recientes, las tasas de resistencia primaria a claritromicina,
levofloxacino y metronidazol han sobrepasado los limites aceptados, presentando
tasas de resistencia de hasta 29,7%, 44,4%, 59,1% respectivamente (Boehnke et al.,

2017).

Esto se debe a que, en muchos paises, incluyendo Per(, no existen guias locales de
tratamiento basadas en la epidemiologia local, en cambio se utilizan protocolos
globales basados en tratamientos empiricos que pueden pasar por alto situaciones
particulares, por ejemplo, regiones con tasas de resistencia especificas. Ademas, la
falla terapéutica se ha intensificado porque estos tratamientos no son guiados por
reportes de resistencia individual del paciente (Arama et al., 2016; Savoldi et al.,
2018). Respecto, a los métodos convencionales utilizados para evaluar la resistencia
a los antibidticos en Helicobacter pylori se basan en cultivos bacterianos y pruebas
de susceptibilidad a farmacos, que son los estdndares de oro para las pruebas de

diagnostico de resistencia fenotipica de esta bacteria (Saleem y Howden, 2020).

Sin embargo, debido al lento crecimiento de la bacteria y los requisitos particulares
del cultivo in vitro, este no es aplicado como un ensayo de rutina en los laboratorios

clinicos, especialmente en los hospitales pequefios y medianos de Per(. La razén



principal, es porque estos laboratorios de microbiologia clinica no cuentan con los
recursos necesarios para realizar la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos

en H. pylori (Bilgilier et al., 2021; Nishizawa y Suzuki).

Por lo tanto, para abordar estos desafios de la ejecucion de la prueba de
susceptibilidad fenotipica de H. pylori, se necesitan técnicas independientes al
cultivo In vitro. Para ello, existen alternativas basadas en técnicas moleculares
tradicionales que permiten identificar determinantes genéticos en regiones de genes
asociados a la resistencia antimicrobiana. Asi, en diversos estudios han podido
caracterizar la resistencia antibiotica a nivel de genotipo en H. pylori, mediante PCR
convencional seguido de la secuenciacién de amplicones, a fin de identificar
mutaciones especificas en un gen diana y determinar el vinculo de concordancia
con su perfil fenotipico (Stepanian, 2020; Teh et al., 2014; Smith, O’Morain, y

McNamara, 2014).

No obstante, estas pruebas moleculares tradicionales son limitadas, debido a que
esta metodologia s6lo puede examinar un namero limitado de posiciones de
nucledtidos y pueden producir falsos negativos cuando surgen nuevos
polimorfismos que confieren resistencia al farmaco y que no estan incluidos en el
ensayo. Asi como también, en algunos casos no cubren todas las posibles variantes
estructurales complejas que confieren resistencia antimicrobiana, como las
mutaciones sin sentido, mutaciones que cambian el marco de lectura, inserciones y

delecciones (Stepanian, 2020; Tshibangu-Kabamba et al., 2021).



Otra problemaética que enfrentan las pruebas basadas en PCR convencional es que
presentan baja concordancia con sus perfiles fenotipicos, especialmente en aquellos
farmacos cuyo mecanismo molecular de resistencia no ha sido develado por
completo (ejemplo: metronidazol y amoxicilina. Por ello, es necesario caracterizar
la resistencia antimicrobiana mediante un enfoque basado en WGS a fin de obtener
un panorama mas completo de determinantes genéticos asociadas a resistencia

antibidtica (Tuan et al., 2019).

1.3. Justificacion

Uno de los desafios cada vez mas grandes en el manejo de la infeccion por H. pylori
es la aparicion de resistencia a los antimicrobianos de referencia, siendo esta la
principal causa de los fracasos del tratamiento contra la infeccion por esta bacteria

(Camargo et al., 2014; Abadi, 2017).

Recientemente, el enfoque basado en NGS ha surgido como una herramienta
completa, robusta y rapida para la vigilancia, la prediccion de resistencia a los
antibidticos y el analisis evolutivo de enfermedades infecciosas (Jiang et al., 2019;
Ellington et al., 2017). Asi, el método basado en NGS para la deteccion de la
resistencia a los antimicrobianos en H. pylori presenta varias ventajas sobre los
métodos tradicionales basados en PCR (Goldberg et al., 2015; Hendriksen et al.,
2019). Por ejemplo, a veces la resistencia a los farmacos de referencia en H. pylori
puede surgir a partir de mutaciones en posiciones dispersas de la secuencia
analizada, por lo que se requiere que la base del enfoque molecular cubra una
longitud de secuencia completa del gen asociado a la resistencia para alcanzar su

maximo rendimiento; esto sucede con mayor frecuencia en los andlisis de la



resistencia a amoxicilina y metronidazol (Tshibangu-Kabamba et al., 2020;
Maljkovic et al., 20202; Gardy y Loman, 2018). Por lo tanto, la vigilancia de
resistencia antimicrobiana enfocada en la secuenciacion de genoma completo en H.
pylori brinda una vision holistica del gen relacionado a la resistencia antimicrobiana

(Tshibangu-Kabamba et al., 2020).

Desde otra perspectiva, los meétodos basados en WGS son particularmente
relevantes para rastrear factores genéticos complejos y multifactoriales que
impulsan la resistencia antimicrobiana y ofrecen un potencial interesante para el
descubrimiento de genotipos nuevos o raros que codifican la resistencia
antimicrobiana en aislados clinicos de H. pylori (Tshibangu-Kabamba et al., 2020;
MacCannell, 2016; Goldberg et al., 2015). Por ejemplo, Tshibangu-Kabamba et al.
(2020), mediante la secuenciacion del genoma completo de cepas resistentes de H.
pylori, reportd mecanismos de resistencia molecular a metronidazol, basados en

deleciones e insercion de secuencias grandes en el gen rdxA.

Por otro lado, diversos estudios de resistencia a claritromicina y levofloxacino han
usado la secuenciacién del genoma completo de H, pylori para validar la
concordancia entre mutaciones previamente estudiadas (A2142G, A2143G y
A2143C en el gen que codifica el ARNr 23S; D91IN y N87K en el gen gyrA) y su
perfil fenotipico. Es importante mencionar, que estas mutaciones han sido
estudiadas bajo dos enfoques, el primero a través de aproximaciones experimentales
mediante mutagénesis y transformacion, y el segundo bajo comparaciones
estadisticas significativas y robustas en cepas de H. pylori con fenotipos resistentes

y susceptibles (Tshibangu- Kabamba y Yamaoka, 2021; Trespalacios et al., 2015;



Wan et al., 2020). En consecuencia, estos estudios han brindado marcadores
genéticos confiables que pueden ser empleados en estrategias para el desarrollo de
pruebas de diagnostico rapido de resistencia antimicrobiana para estos antibidticos

(Trespalacios et al., 2015; Lee et al., 2014).

De acuerdo a este contexto, el presente proyecto de investigacion pretende
demostrar que la secuenciacion de genoma completo es muy util para describir de
manera completa los maltiples mecanismos de resistencia para los farmacos de
referencia a partir de la caracterizacion molecular de resistencia de cepas aisladas
provenientes de pacientes dispépticos del Hospital Cayetano Heredia y Clinica
Cayetano Heredia. Esto incluye detectar determinantes genéticos locales de alta
confianza o concordantes con su perfil fenotipico de resistencia, a fin de ser
utilizados en estrategias de diagnostico rapido en los puntos de atencidn al paciente
(Baltrus et al., 2009). Asi como también, detectar posibles marcadores que
requieren una comprobacion experimental (Tshibangu- Kabamba y Yamaoka,

2021).

1. OBJETIVOS
I1.1. Objetivo principal

Caracterizar a nivel molecular la resistencia antimicrobiana mediante la
secuenciacion del genoma completo a partir de aislados de H. pylori provenientes
de pacientes dispépticos del Hospital Cayetano Heredia y la Clinica Médica
Cayetano Heredia, y establecer su concordancia con la susceptibilidad fenotipica

para los farmacos de referencia.



I1.2.  Objetivos especificos

- Determinar las métricas de calidad de secuenciacion y ensamblaje genomas
secuenciados de aislados de H. pylori.

- Determinar el resistoma de los aislados de H, pylori segln los antibidticos de
referencia (claritromicina, tetraciclina, levofloxacina, amoxicilina y metronidazol),
basado en la secuenciacion del genoma completo.

- Determinar la concordancia entre la resistencia antimicrobiana In-vitro y el perfil

de resistoma de genomas completos de los aislados.

I1l.  MARCO TEORICO

I11.1. H. pylori: Aspectos generales

Helicobacter pylori tiene forma espiral, es Gram-negativa, microaerofilica y mide
entre 2 a 4 pm de largo y 0,5 a 1 um de ancho, con 2 a 6 flagelos polares que le
permiten colonizar el estdmago humano. Puede transformarse en forma cocoide
como mecanismo de supervivencia y resistencia antimicrobiana (Kusters et al.,
2006; Tomb et al., 1997)

H. pylori crece mejor a 30°C y un pH de 4.0-6.0 en condiciones de microaerofilia,
aungue puede sobrevivir in vivo en un pH tan bajo como 2.5. Es dificil de cultivar
in vitro debido a sus requerimientos especificos de microaerofilia, medios de
cultivo selectivos y suplementos, y requiere hasta 10 dias de incubacion (Berg et

al., 1997; Doig et al., 1999).



I11.2. Tratamiento contra la infeccién causada por H. pylori

Las terapias para combatir la infeccion causada por H. pylori se basan en el uso
combinado de antibidticos y un supresor de la acidez géstrica. Los antibidticos
utilizados en los diferentes esquemas de erradicacion contra H. pylori incluyen
metronidazol, tetraciclina, amoxicilina, levofloxacino y claritromicina (Arslan et
al., 2017).

Seglin el Informe de Consenso de Maastricht V/Florence, la eleccion del
tratamiento de erradicacion debe basarse en las tasas de resistencia de H. pylori a
los antimicrobianos en la region (Malfertheiner et al., 2017). La mayoria de las
guias recomiendan evitar la claritromicina y la levofloxacina en regimenes
empiricos en regiones donde la tasa de resistencia local esta por encima de un 15 %
(Malfertheiner et al., 2007).

La terapia triple es el tratamiento estandar y empiricamente prescrito por muchos
médicos gastroenterdlogos, que se basa en la administracién de tres drogas:
claritromicina, amoxicilina (o metronidazol si el paciente es alérgico a las
penicilinas) y un inhibidor de la bomba de protones por 14 dias. En casos donde la
poblacion local muestra alta resistencia a la claritromicina, la terapia cuadruple que
contiene bismuto (IBP, bismuto, tetraciclina y amoxicilina) o la terapia cuadruple
sin bismuto (concomitante) ha sido recomendada como segunda linea de

erradicacion de H. pylori (Malfertheiner et al., 2016).
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I11.3. Resistencia antimicrobiana

H. pylori es intrinsecamente resistente a glucopéptidos, cefsulodina, polimixinas,
acido nalidixico, trimetoprim, sulfonamidas, nistatina, anfotericina B y
cicloheximida. Varios de estos se emplean como agentes selectivos en medios de
cultivo (Tuan et al., 2019). Ademas, se sabe que la resistencia antimicrobiana de H.
pylori se debe a los cambios genéticos en el cromosoma, que modifica el objetivo

blanco del farmaco (Tshibangu-Kabamba et al., 2021).

La frecuencia de resistencia a los antimicrobianos estéa vinculada al uso inapropiado
de los antibidticos. En particular, en paises donde el uso de claritromicina es poco
frecuente, las tasas de resistencia a este antibidtico son bajas, mientras que en paises
en donde su uso es amplio, las tasas de resistencia a este antibi6tico son altas
(Camargo et al., 2014). Por lo tanto, la resistencia antimicrobiana depende del uso

de las terapias que se usan en el pais, region o etnia.

Se ha informado que la prevalencia en la resistencia a claritromicina entre los afios
2012-2016 fue del 20% en América, 32% en el Mediterraneo Oriental, 28% en
Europa, 21% en el Sudeste de Asia, y 35% en el Pacifico Occidental, mientras que

en Latinoamérica en los afios de 1988 al 2011 fue 12%, segun la OMS.

I11.4. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos en H. pylori
La resistencia a los antimicrobianos en H. pylori es debido principalmente a
mutaciones en la secuencia génica diana, que afectan al objetivo del farmaco o

inhiben la activacion de este dentro de las celulas (Arévalo et al., 2019). Los
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estudios sugieren que, a diferencia de otras bacterias, estas mutaciones estan
codificadas cromosémicamente y no en elementos extracromosoémicos como
plasmidos (Mégraud et al.2015; Mégraud y Lehours, 2007) (Anexo 1).

Ademas, existen otros mecanismos de resistencia con relevancia clinica limitada,
como la sobreexpresion de proteinas de membrana externa que reducen la
permeabilidad celular y la formacién de biopeliculas que actian como barreras
fisicas y favorecen el intercambio genético (Tshibangu-Kabamba y Yamaoka,

2021; Smiley et al., 2013; Yonezawa et al., 2013) (Anexo 1).

También se han identificado proteinas de eflujo que expulsan los antibioticos fuera
de la célula, contribuyendo a la resistencia a amoxicilina, metronidazol,
claritromicina y tetraciclina, aunque se requiere mayor investigacion para entender
completamente su rol (Iwamoto et al., 2014; Qureshi et al., 2014). Ademas, las
formas cocoides de H. pylori persistentes en la mucosa gastrica durante los
tratamientos de erradicacidn pueden restaurar su crecimiento y llevar al fracaso del

tratamiento (Gong y Yuan, 2018; Thung et al., 2016) (Anexo 1).
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111.4.1. Mecanismos de resistencia a claritromicina

La claritromicina, un macrdlido efectivo contra Helicobacter pylori, se absorbe
bien en la mucosa gastrica y es estable en el pH &cido del estbmago. Su accion se
basa en unirse al ARNr 23S, interfiriendo con la sintesis de proteinas. (Vester &
Douthwaite; Rodvold et al., 1999; Smith et al., 2014) (Anexo 2).

La resistencia a la claritromicina en H. pylori se debe principalmente a mutaciones
en el ARNr 23S, que impiden la unién del farmaco a la subunidad ribosomal 50S.
Estas mutaciones, como A2143G y A2142G, estan generalmente presentes en
ambas copias del operon de ARNr 23S. Existen cepas con alto (MIC > 64 mg/L) y
bajo nivel de resistencia (0.5 < MIC < 1 mg/L) (Anexo 2).

Las mutaciones mas comunes son A2143G y A2142G, y con menor frecuencia,
A2142C (Mégraud, 2004; Trespalacios et al., 2013). Otras mutaciones como
A2115G, G2141A, G2172T, T2182C, T2190C, C2195T, A2223G, G2224A,
G2245T, G2254T, T2289C y C2611A también se han asociado con resistencia
primaria o secundaria a claritromicina (Hao et al., 2004; Kim et al., 2008; Rimbara
etal., 2008a; Zhu et al., 2013) (Anexo 2).

Ademas, las bombas de eflujo de maltiples farmacos, especialmente de la familia
RND, contribuyen a la resistencia expulsando el antibidtico de la célula. Tres
operones putativos en H. pylori son hefABC, hefDEF (cznABC) y hefGHI (czcAB-
crdB) (Maeta., 1995; Hirata et al., 2010). Entonces es probable que exista un efecto
sinérgico entre las mutaciones del ARNr 23S y las bombas de eflujo en las cepas

resistentes de H. pylori; siendo el primer mecanismo que conduce a reducir la
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afinidad de la claritromicina por el ribosoma y el segundo expulsa el antibidtico
disminuyendo su concentracién en el citoplasma (Marques et al., 2020) (Anexo 2).
Por Gltimo, en los estudios de Smiley et al. (2013), se report6 que, al exponer cepas
susceptibles a dosis bajas de claritromicina, se generaron mutaciones en los genes
infB (factor de iniciacion de la traduccion IF-2) y rpl22 (proteina ribosémica L22),
las cuales contribuyeron a un bajo nivel de resistencia a la claritromicina (valor
MIC bajo). Ademas, algunas cepas que presentaban mutaciones en los genes rpl22,
infB y ARNr 23S mostraron un valor de MIC muy alto (De Francesco et al., 2010;

Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Taylor et al., 1997) (Anexo 2).

111.4.2. Mecanismos de resistencia a amoxicilina

La amoxicilina es un antibidtico B-lactdmico bactericida de la familia de las
penicilinas. Actta uniéndose a las proteinas de union a penicilinas (PBPs, por sus
siglas inglés, penicillin-binding proteins), inhibiendo la sintesis de peptidoglicano

y la pared celular bacteriana (Hu et al., 2016; Gerrits et al., 2006) (Anexo 3).

Los cambios en las PBPs de H. pylori son el principal mecanismo de resistencia a
la amoxicilina. Las mutaciones en el gen pbpl, que codifica PBP1, causan cambios
en el C-terminal, reduciendo la afinidad del antibiético por PBP1. Las mutaciones
principales en PBP1 son N107R, A201V, V2501 y S543T (Saranathan et al., 2020)
(Anexo 3).

También se han reportado mutaciones en los genes pbp2 y pbp3, que podrian
contribuir a la resistencia a la amoxicilina junto con las mutaciones en pbpl. Sin

embargo, estas no estdn completamente estudiadas (Arslan, Yilmaz, y Demiray-
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Gurbuz, 2017). Adicionalmente, se han identificado mutaciones en los genes hopB
y hopC, que codifican porinas de la membrana externa y facilitan la difusion de
amoxicilina fuera de la célula, reduciendo su concentracion intracelular (Kwon et

al., 2003; Hu et al., 2016).

111.4.3. Mecanismos de resistencia a metronidazol

El metronidazol es un nitroimidazol sintético con accidn bactericida contra
microorganismos anaerobicos (Debets-Ossenkopp et al., 1995). Su activacion se
produce mediante nitroreductasas que generan radicales libres que dafian el ADN
bacteriano (Smith y Edwards, 1995). En el entorno microaeréfilo de H. pylori, el
oxigeno compite con el metronidazol por los electrones, formando superdxidos que
también dafian el ADN (Cederbrant et al., 1992).

En especifico, el principal mecanismos de resistencia a metronidazol en H. pylori
se origina por la presencia de mutaciones en el gen rdxA que codifica una NADPH
nitroreductasa insensible al oxigeno, cuya expresion es esencial para la activacion
intracelular del farmaco , y es potenciada por las mutaciones en el gen frxA, que
codifica una NAD (P) H-flavina oxidorreductasa y secundariamente las mutaciones
en el gen fdxB (que codifica una proteina similar a la ferredoxina)(Bejarano, 2010:
Vallejos et al ., 2003; Megraud et al., 2003). Dentro de las mutaciones se incluyen:
mutaciones puntuales, mutaciones sin sentido, mutaciones con cambio de sentido,
mutaciones que producen desplazamiento en el marco de lectura, deleciones e
inserciones, que resultan en la sintesis prematura de la proteina RdxA, produciendo

polipéptidos de RAxA incompletos o inactivos. Estos tipos de mutaciones también
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se han encontrado en el gen frxA (Kwon et al., 2000; Vallejos et al., 2003) (Anexo
4).

La resistencia al metronidazol también se debe a la sobreactividad en la eliminacion
de radicales de oxigeno, destacando la sobreexpresion de la superdxido dismutasa
(SodB). Esta sobreexpresion, inducida por una proteina reguladora mutada (Fur),
protege contra los superoxidos y facilita su dismutacion en oxigeno y peroxido de
hidrégeno. Ademas, la mutacion furR3l altera el potencial redox intracelular,
contribuyendo a la resistencia. Aunque estos mecanismos pueden mediar la
resistencia en H. pylori, su relevancia clinica requiere mas investigacion (Choi et
al., 2011; Tsugawa et al., 2011) (Anexo 4).

La investigacion sobre las enzimas de reparacion del ADN adn no ha aportado
resultados concluyentes. Estudios recientes han demostrado que las mutaciones en
el gen que codifica RecA podrian estar asociadas con un aumento en la actividad
de la recombinasa A (RecA) (Thompson y Blaser, 1995) (Anexo 4). Otros
mecanismos de resistencia al metronidazol incluyen el aumento del eflujo del
farmaco y la disminucion de su absorcion. En cuanto a las bombas de eflujo, las
investigaciones se han centrado en los sistemas de la familia de division de
nodulacion de resistencia (RND). Especificamente, el aumento de la expresion de
genes homologos de TolC (hp0605, hp0971, hpl327 y hpl489) podria regular
positivamente la actividad de la bomba de eflujo, contribuyendo asi a la resistencia
al metronidazol (Hiyama et al., 2003).

Por ultimo, estudios recientes sobre la secuenciacion del genoma completo de cepas
de H. pylori han identificado mutaciones candidatas en el gen rpsU, que podrian

contribuir a la resistencia al metronidazol (Binh et al., 2015). Este gen codifica una
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proteina ribosomal 30S (S21) y participa en la sintesis de proteinas en H. pylori.
Ademaés, su participacion en cepas recombinantes de E. coli resistentes a
antibidticos sugiere que podria desempefiar un papel en la resistencia al
metronidazol en H. pylori a través de un mecanismo desconocido (Bubunenko et

al., 2007) (Anexo 4).

111.4.4.Mecanismos de resistencia a levofloxacino

Las mutaciones puntuales en los genes gque codifican la ADN girasa (gyrA y gyrB)
son responsables de la resistencia a levofloxacino en H. pylori. Este
microorganismo solo posee genes de la ADN girasa, por lo que la resistencia se
asocia exclusivamente a mutaciones en gyrA'y gyrB (Mégraud et al., 2015) (Anexo
5).

Diversos estudios han identificado tres posiciones en el gen gyrA que confieren
resistencia a quinolonas: codén 87 (Asn a Lys, Tyr, lle), coddn 91 (Asp a Gly, Asn,
Tyr), y codon 88 (Asn a Val) en la region determinante de la resistencia a
quinolonas (QRDR) de GyrA (Secka et al., 2013; Trespalacios et al., 2015;
Trespalacios-Rangél et al., 2016). La resistencia baja a quinolonas (MIC bajo)
puede resultar de una mutacion en la posicion 91, mientras que una mutacion en la
posicion 87 puede conducir a una resistencia alta (MIC alto) (Murakami et al.,
2009). Otras mutaciones que pueden conferir resistencia a fluoroquinolonas
incluyen D86N, T871 y N87Y (Barnard & Maxwell, 2001; Moore et al., 1995)
(Anexo 5).

También se han reportado mutaciones en el gen gyrB implicadas en la resistencia a

quinolonas: D481E, R484K, D484K, F438S y E463K (Gong y Yuan, 2018). Las
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mutaciones en gyrB pueden potenciar el efecto de las mutaciones en gyrA, aunque
su incidencia es significativamente menor (Miftahussurur et al., 2016; Hu et al.,

2016) (Anexo 5).

111.4.5.Mecanismos de resistencia a Tetraciclina

Tetraciclina es un antibidtico bacteriostatico utilizado en la terapia cuédruple contra
la infeccion por H. pylori, mostrando buenos resultados en su erradicacion. Actda
uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma, impidiendo la union del aminoacil-
ARNL al sitio A y bloqueando la sintesis de péptidos nacientes (Gerrits et al., 2006).
El principal mecanismo de resistencia a la tetraciclina en H. pylori son las
mutaciones puntuales en el gen ARNr 16S, especificamente en las posiciones 926-
928 (Saranathan et al., 2020). Estas mutaciones, localizadas en el sitio de unién de
la tetraciclina, reducen la afinidad del antibiético con el ribosoma, disminuyendo
su efecto inhibidor (Gerrits et al., 2006; Hu et al., 2016; Saranathan et al., 2020).
El nimero de mutaciones en el ARNr 16S puede influir en el MIC de la tetraciclina.
En particular, las mutaciones triples en el ARNr 16S, como AGA a TTC (926-928),
confieren un alto nivel de resistencia, mientras que las mutaciones de uno o dos
pares de bases provocan un bajo nivel de resistencia (Dadashzadeh et al., 2014). La
mutacién comUnmente asociada a la resistencia a tetraciclina es A926G (Saranathan
et al., 2020) (Anexo 6).

Algunos estudios sugieren que la resistencia a tetraciclina también puede ocurrir en
ausencia de mutaciones en el ARNr 16S, indicando un caracter multifactorial de la
resistencia, posiblemente debido a la disminucion de la permeabilidad de la
membrana, degradacion enzimatica del antibidtico y sobreexpresion de bombas de

eflujo (Mégraud & Lehours, 2007; Arslan et al., 2017) (Anexo 6).
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I11.5. Métodos para evaluar la resistencia antimicrobiana en H. pylori

Durante muchos afos, el tratamiento para combatir una infeccion por H. pylori ha
sido empirico, basado en los patrones de susceptibilidad local. Sin embargo, el
enfoque Optimo es basarse en el perfil de susceptibilidad de la cepa infectante del
individuo, ya que evitaria la exposicion a antimicrobianos ineficaces contra cepas

resistentes (Graham y Liou, 2021; Argueta et al., 2022).

111.5.1. Métodos fenotipicos

Los métodos fenotipicos basados en cultivos incluyen la difusion en disco,
microdilucion en caldo, E-test y dilucion en agar (Mahmoudi et al., 2015). Estas
técnicas utilizan diferentes diluciones de antibidticos frente a un cultivo de H. pylori
para determinar las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) y la concentracion
minima bactericida (MBC) después de 72 horas de incubacion (Fox y Megraud,
2006).

Aunque los métodos fenotipicos de susceptibilidad se consideran estandares,
presentan importantes limitaciones. En primer lugar, requieren un laboratorio bien
equipado y personal capacitado debido a las exigencias de crecimiento del
patogeno. El éxito del cultivo no es alto (60-70%) por diversas razones, como
condiciones de transporte, materiales (biopsia gastrica), nimero de biopsias y
dificultades de crecimiento (Kuo et al., 2016; Cammarota et al., 2014). Ademas, la
interpretacion de los resultados fenotipicos depende de las condiciones
experimentales, lo que puede hacerla subjetiva y no siempre reproducible
(Hombach et al., 2013. Finalmente, estas pruebas son lentas, ofreciendo resultados

una semana despues del aislamiento de las bacterias (Arslan et al., 2017).
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111.5.2. Métodos genotipicos

111.8.2.1 Métodos tradicionales

Actualmente, los métodos basados en acidos nucleicos son una alternativa para la
Los métodos basados en acidos nucleicos, como la PCR, son alternativas rapidas y
reproducibles para determinar la resistencia a antibioticos en H. pylori,
identificando mutaciones puntuales en genes especificos. Estos ensayos pueden
realizarse a partir de cultivos aislados o directamente de muestras biolégicas como
biopsias gastricas y heces, aunque la exactitud puede verse afectada por el estado
de las muestras y la presencia de contaminantes (Tang et al., 2013).

El PCR en tiempo real detecta H. pylori y su resistencia a claritromicina mediante
la amplificacion del gen ARNr 23Sy el analisis de la curva de fusion, mostrando
alta concordancia con las pruebas fenotipicas (96.4%) (Schabereiter-Gurtner et al.,
2004). La PCR-RFLP identifica mutaciones creando sitios de restriccion en el
amplicon, siendo réapida y econdmica con buena especificidad y sensibilidad
(Roldan et al., 2019).

El GenoType HelicoDR detecta mutaciones que predicen resistencia a
claritromicina y levofloxacino con alta sensibilidad y especificidad, mostrando alta
concordancia con el perfil fenotipico (Cambau et al., 2009).

Las técnicas PCR son precisas para detectar cepas heterorresistentes, aunque tienen
limitaciones en identificar mecanismos genéticos complejos. Por ello, no se han
desarrollado técnicas moleculares para la deteccion rapida de la resistencia a

amoxicilina y metronidazol (Arslan et al., 2017).
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111.8.2.2. Secuenciacién de genoma completo

Las metodologias NGS ofrecen ventajas sobre los métodos moleculares
tradicionales al proporcionar un perfil integral de resistencia a multiples fa&rmacos.
Permiten la evaluacion simultdnea de mutaciones asociadas con resistencia a los
seis antimicrobianos mas comUnmente recetados para H. pylori: claritromicina,
amoxicilina, tetraciclina, metronidazol, rifabutina y levofloxacino (Saracino et al.,
2021). Estas pruebas pueden completarse en 24 a 72 horas y permiten evaluar todo
el gen asociado a la resistencia, describiendo diversos tipos de mutaciones, desde
simples hasta complejas, que las PCRs convencionales no detectan (Pohl et al.,
2019). Ademés, NGS es aplicable en la deteccion de heterorresistencia dentro de
comunidades de H. pylori, al proporcionar multiples lecturas de secuenciacion por

muestra (Arguea et al., 2021; Hulten et al., 2021).

IV. METODOLOGIA

IV.1. Tipo de estudio
Este estudio descriptivo y transversal caracterizd la resistencia antimicrobiana
mediante la secuenciacion del genoma completo de aislados de H. pylori y su

concordancia con la susceptibilidad fenotipica.

IV.2. Poblacion

En este proyecto, se utilizaron aislados de H. pylori previamente criopreservadas
en el Laboratorio Centinela de H. pylori de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. Estas muestras formaron parte de un estudio preliminar registrado bajo el
codigo 63157, aprobado por el comité de ética bajo la constancia N° 590-26-15.

Durante dicho estudio, se recolectaron 1500 biopsias gastricas de 500 pacientes,
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identificando 737 cepas aisladas de distintas regiones del estomago (antro, cuerpo

y pliegue angular) en pacientes tratados en las mencionadas instituciones médicas.

IV.3. Criterios de inclusion

La seleccion de los aislados de los aislados de H. pylori, se obtuvo mediante los
criterios de inclusidn mencionados a continuacion:

- Aislados con diagnéstico positivo para cultivos realizados en el estudio
preliminar.

-Aislados con densidad bacteriana adecuada para poder reactivar y obtener una
cantidad de biomasa minima y necesaria para la secuenciacion del genoma
completo.

-Los aislados obtenidos de cualquiera de las tres zonas del estomago (antro, cuerpo
y pliegue angular) de un mismo paciente.

-Las aislados seleccionadas deben tener informacion de la prueba de susceptibilidad
In vitro frente a los cinco antibidticos del tratamiento de referencia (claritromicina,
amoxicilina, tetraciclina, levofloxacino y metronidazol) (Olano, 2018).

-Las aislados seleccionadas deben tener informacion del perfil genotipico de
resistencia realizado mediante PCR convencional para los cinco antibidticos de
referencia (claritromicina, amoxicilina, tetraciclina, levofloxacino y metronidazol)

(Chu, 2021).
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IV.4. Criterios de exclusion

En este estudio, se excluyeron a todos los aislados de H. pylori con informacion
incompleta para la presente investigacion. densidad bacteriana para poder
reactivarlos

IV.5. Tamafio de muestra

A través de los resultados previos de Chu (2021), se calcularon los valores de kappa
esperados para cada farmaco evaluado (IC: 95%, a: 0.05) (Bujang y Baharum,
2017). Este coeficiente de kappa midié la concordancia entre la metodologia
fenotipica y genotipica, es decir, la prueba de susceptibilidad In vitro y pruebas de
tipificacion mediante PCR convencionales, respectivamente. Con lo mencionado,
se pudo obtener el nimero minimo de aislados a considerar en el presente estudio
para estimar un coeficiente de Kappa para claritromicina y levofloxacino (N=40)
(poder: 0.8; beta 0.2) (Donner y Eliasziw,1992). Los calculos se realizaron
mediante el software PASS (Hintze, J. (2011). PASS 11. NCSS, LLC. Kaysville,

Utah, EE. UU) (Anexo 7).

IV.6. Consideraciones éticas

Los aislados de H. pylori, fueron obtenidos del biobanco del proyecto de
investigacion: "Prototipo de Laboratorio centinela para controlar la resistencia de
H. pylori a los antibioticos en el Pert"”, que fue financiado por Ciencia Activa
(CONV-000117-2015-FONDECYT). Este proyecto obtuvo la aprobacion del
Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(Cddigo de inscripcion 63157. Constancia N° 590-26-15). Los aislados provenian
de cualquier zona del estomago como antro, cuerpo y pliegue angular de un mismo

paciente.
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Ademas, el presente estudio (SIDISI: 211483) fue revisado y registrado en la
Direccién Universitaria de Asuntos Regulatorios de la Investigacion de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Debido a sus caracteristicas, fue exonerado
de la evaluacion tanto por el Comité Institucional de Etica en Investigacion en
Humanos como por el Comité Institucional de Etica para Uso de Animales (Anexo
8).

IV.7. Procedimientos

IV.7.1. Reactivacion y cultivo de los aislados de H. pylori

Los aislados seleccionadas se sembraron en placas Petri con medio selectivo para
H. pylori, compuesto por infusién cerebro corazon-agar (BHI) suplementado con
10% de sangre de cordero desfibrinada, isovitalex®, anfotericina B y skirrow®
(vancomicina, trimetoprim y polimixina B) en condiciones de anaerobiosis

(Stevenson et al., 2000; Miendje et al., 2010).

1V.7.2. Identificacion de cepas de H. pylori.

Se evalud el crecimiento de colonias a los 5, 7 y 10 dias de incubacion. Las aislados
de H. pylori se identificaron mediante cribado microbiol6gico por sus
caracteristicas de cultivo, morfologia y pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa y
ureasa positivas). Los cultivos positivos se replicaron en medios frescos para
aumentar las concentraciones bacterianas necesarias para pruebas posteriores

(Stevenson et al., 2000).

IV.7.3. Pruebas de susceptibilidad fenotipicas

En el proyecto preliminar (PROTOTIPO, 2016), se obtuvieron perfiles de

susceptibilidad a los antimicrobianos mediante la técnica de microdilucion en caldo,
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siguiendo las directrices del CLSI (CLSI, 2015) (Anexo 9). Estos resultados
proporcionaron el perfil fenotipico de resistencia antimicrobiana de las cepas
aisladas de H. pylori para cinco antibi6ticos, permitiendo su uso en los analisis de

concordancia con los resistomas obtenidos en este estudio (Olano, 2018).

IV.7.4. Pruebas de susceptibilidad genotipicas

En el proyecto preliminar (PROTOTIPO, 2016), se obtuvieron perfiles genotipicos
de susceptibilidad a los antimicrobianos de referencia de las cepas aisladas de H.
pylori mediante PCR convencionales (Chu, 2021) (Anexo 10). Esta informacion

permitié calcular el tamafio de muestra minimo para este proyecto

IVV.7.5. Secuenciacion de genomas completos de las cepas aisladas y la

determinacion de su resistencia

IV.7.6.1. Obtencion de ADN gendmico, preparacién de bibliotecas y
secuenciacion del genoma completo.

El ADN gendmico se obtuvo utilizando el kit GeneJet (Thermo Fisher Scientific) y
se cuantificd con el kit Qubit dsSDNA BR. Para preparar las bibliotecas de ADN, se
uso el kit Hlumina Nextera XT. Se fragment6 el ADN, se realizé la tagmentacion e
indexacion mediante PCR y se purificaron las muestras con perlas AMPure XP. Las
bibliotecas se ajustaron a una concentracion de 2 nmol/L, se desnaturalizaron y se
secuenciaron usando el protocolo de extremo emparejado 2 x 250 en un instrumento
Illumina MiSeq, logrando una cobertura del genoma entre 50X y 60X (Tuan et al.,

2019).
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IVV.7.6.2. Ensamblaje de los genomas de cepas H. pylori y su anotacién

La calidad de las lecturas sin procesar se evaluo con FastQC (Wingett y Andrews,
2018). Las bases de baja calidad y los adaptadores se eliminaron usando
Trimmomatic(Bolger et al., 2014). Las lecturas filtradas de alta calidad se
ensamblaron para obtener contigs mediante el servicio en linea BV-BRC, utilizando
Spades y corrigiendo errores con Pilon (Bankevich et al., 2012; Walker et al., 2014).
La calidad de los ensamblados se evaludé con QUAST (Gurevich et al., 2013).

La contaminacion de las secuencias se evaludé con CheckM vy la integridad del
genoma con BUSCO, que clasifica los genes en cuatro categorias: "Completo y en
una sola copia”, "Completo y duplicado", "Fragmentado” y "Perdido"(Parks et al.,
2015; Simdo et al., 2005).

Se realizd el mapeo de lecturas y el ensamblado de novo, reportando el nimero de
lecturas no alineadas, alineadas una vez, alineadas en mdultiples ubicaciones vy el
porcentaje total de alineacion. Finalmente, los ensamblados se anotaron con
BAKTA para obtener un borrador del genoma til para el analisis bioinformatico

(Schwengers et al., 2021).

IVV.7.6.3. Prediccion de genes asociados a la resistencia a los antimicrobianos

Se utilizd la herramienta RGI para predecir genes de resistencia a antibidticos,
usando los contigs obtenidos del ensamblaje (archivo.fna) como archivos de entrada
y las condiciones predeterminadas de RGI. RGI empleo Prodigal para predecir
marcos de lectura abiertos (ORF) a partir de las secuencias proporcionadas,

considerando solo ORF completos y excluyendo aquellos con menos de 30 pares
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de bases. Los ORF predichos se compararon mediante BLAST contra las

secuencias de referencia en CARD.

IVV.7.6.4. Deteccion In silico de mutaciones en genes relacionados con
resistencia a los antimicrobianos (resistoma).

Se evaluaron cambios genéticos a nivel de nucledtidos y aminoacidos en genes
asociados con la resistencia antimicrobiana, utilizando como referencia los genes
de la cepa H. pylori 26695 (NC_000915.1). Se consideraron mutaciones reportadas
en estudios previos relacionadas con la resistencia a cada farmaco evaluado. En
particular, se identificaron mutaciones en los genes: ARNr 23S, infB, rpl22
(resistencia a claritromicina); gyrA, gyrB (resistencia a levofloxacino); PBP1A,
PBP2, PBP3, PBP4, hefC, hofH (resistencia a amoxicilina); rdxA, frxA, rclC,
HP0370, HP0918, Rspu, Fur, RecA, Ribf, Ompl1 (resistencia a metronidazol); y
ARNTr 16S (resistencia a tetraciclina).

Para identificar mutaciones en genes de resistencia a cada farmaco evaluado, se
utilizé el pipeline Snippy version 3.2. Complementando estos resultados, se
extrajeron los genes y proteinas asociados a la resistencia utilizando los archivos
GenBank generados por Bakta. Posteriormente, se afiadieron el gen y la proteina de
referencia a cada archivo multifasta, y se realiz6 un alineamiento mdltiple de
secuencias con MAFFT (v7.397) (Katoh et al., 2013). Finalmente, se buscaron

manualmente las mutaciones reportadas en la bibliografia (Qumar et al., 2021)
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1VV.7.6. Anélisis estadisticos

I\VV.7.7.1 Descripcion de datos

Los datos de las frecuencias de mutaciones obtenidas en genes conocidos y
putativos relacionados con la resistencia a cada farmaco evaluado se registraron en
una base de datos de Excel. Las variables cualitativas (dependientes e

independientes) se describieron mediante porcentajes o frecuencias.

1VV.7.7.2 Andlisis de datos

El presente trabajo de investigacién tuvo como variable dependiente el perfil
fenotipico de resistencia antimicrobiana de las cepas aisladas de H. pylori para cada
farmaco evaluado y como variable independiente la presencia de mutaciones
identificadas en los genes conocidos que estén relacionados a la resistencia

antimicrobiana segun los farmacos de referencia evaluados (Anexo 12).

1VV.7.7.3 Andlisis estadisticos

Se calcul6 el coeficiente kappa de Cohen para determinar el grado de concordancia
entre el perfil genotipico de resistencia antimicrobiana de cepas de H. pylori y los
resultados de la prueba de susceptibilidad in vitro, utilizando el software PASS 11.
Los valores del coeficiente kappa se interpretaron de la siguiente manera: menos de
0.4 indicd concordancia baja, 0.4 a 0.6 concordancia moderada, 0.61 a 0.8
concordancia sustancial, y 0.81 a 1.0 concordancia casi perfecta o perfecta
(Carrasco & Jover, 2004; Tuan et al., 2019). Ademas, se evaluo la significancia
estadistica de cada coeficiente kappa.

Este andlisis estadistico fue posible debido a que las variables dependiente e

independiente eran nominales-dicotdmicas y las muestras eran independientes. Las
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predicciones realizadas por las herramientas bioinformaticas se ejecutaron

siguiendo los pardmetros estadisticos de cada servidor.
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V. RESULTADOS

V.1. Anadlisis fenotipico

En este estudio, se seleccionaron y secuenciaron un total de 51 aislados, cada uno
proveniente de un paciente diferente. Se observd que la resistencia mas prevalente
era al levofloxacino, con un 84.31% (N=43). A continuacion, el 62.75% de las
cepas (N=32) mostraban resistencia al metronidazol, el 50.98% (N=26) a la
amoxicilina, el 31.37% (N=16) a la claritromicina, y el 5.88% (N=3) a la
tetraciclina. Estos datos indican que (N=46) cepas eran resistentes al menos a un
antibidtico, mientras que 5 cepas eran sensibles a todos los antibidticos. Ademas,
se identificaron cepas monorresistentes: el 9.80% (N=>5) solo a levofloxacino y el
3,92% (N=2) solo a metronidazol. También se detectaron cepas con resistencia a

maltiples farmacos (Tabla N°1; Figura N°1).

Tabla N°1. Patrdn de resistencia antibidtica de cepas secuenciadas

Patron de resistencia %(n/N)
Sensible a todo 9,80
Resistente total 90,20
CLR 31,37
LVX 84,31
AMX 50,98
MTZ 62,75
TET 5,88
SDR
CLR 0,00
LVX 7,84
AMX 0,00
MTZ 3,92
MDR

CLR + LVX 27,45

AMX + MTZ 33,33
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AMX + TET 5,88
AMX + CLR 23,53
AMX + LVX 49,02
MTZ + TET 3,92

MTZ + CLR 21,57

MTZ + LVX 54,90

TET + CLR 1,96

TET + LVX 5,88
AMX+MTZATET 3,92
AMX+MTZ+CLR 15,69
AMX+MTZ+LVX 31,37
AMX+TET+CLR 1,96
AMX+TET+LVX 5,88
AMX + CLR +LVX 5,88
MTZ+TET+CLR 0,00
MTZ+TET+LVX 3,92
MTZ+CLR+LVX 21,57
TET+CLR+LVX 1,96
AMX+MTZ+TET+LVX 3,92
AMX+MTZ+CLR+LVX 13,73
AMX+TET+CLR+LVX 1,96

CLR: claritromicina; TET: tetraciclina: AMX: amoxicilina; MTZ: metronidazol; LEV:
levofloxacino; MDR: multiple resistencia; SDR: Mono resistente
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Figura 1. Perfil de susceptibilidad antibidtica de cepas secuenciadas.
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V.2. Andlisis bioinformatico

V.2.1. Andlisis de calidad inicial y preprocesamiento de lecturas

En la evaluacion de la calidad de las lecturas, se observé que las bases al inicio
presentaron puntajes de calidad muy altos (Q>30) (Anexo 13A 'y 14A). Al evaluar
el contenido de N por base y la representacion de nucleotidos, se observd
variabilidad al inicio de las lecturas, que se estabilizd después de las primeras
posiciones, mostrando un 25% para cada nucle6tido sin sesgo en la composicién a
lo largo de las lecturas, aunque con cierta variabilidad hacia el final (Anexo 15A).
La calidad de las secuencias individuales se evalu6 mediante el puntaje de calidad
media (Phred Score) (Anexo 16A), indicando una calidad de secuenciacion
generalmente excelente y datos confiables para anélisis posteriores. El contenido
de GC por secuencia en cada muestra (Anexo 17A) mostré una distribucion
estrecha alineada con la teérica, sugiriendo ausencia de sesgo técnico o
contaminacion, con una variacion baja y un valor medio de 39%, caracteristico del
genoma de H. pylori.

La distribucion de la longitud de las secuencias (Anexo 18A) mostré que la mayoria
caia dentro de un rango especifico (aproximadamente 35-251 pb), esperado para
plataformas como Illumina.

Luego, se utilizo Trimmomatic para eliminar secuencias no deseadas, corregir
errores y recortar bases con calidad inferior a Q30, descartando lecturas
excesivamente cortas. Posteriormente, se reevalud la calidad de las lecturas
recortadas con FastQC (Anexos 13B a 18B), confirmando una calidad superior a

Q30 desde el inicio hasta el final de las lecturas, y una distribucién de GC alineada
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con la teorica, con secuencias agrupadas dentro de un rango especifico (35% a

25%).

V.2.2. Ensamblado de novo y verificacion de calidad de ensamblados

Para evaluar dicha calidad, se utilizé la herramienta QUAST, la cual, proporciono
parametros estadisticos que se detallaran en las siguientes lineas (Anexo 19).
Primero, para evaluar la calidad de los ensamblados de H. pylori, se evalu6 en el

numero de contig (Figura 2).

Namero de Contigs por Ensamblado
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Figura 2. Numero de contigs por ensamblados de H. pylori
Segun la Figura 2, el nimero de contigs vario considerablemente entre muestras, lo
cual pudo deberse a la calidad de la secuenciacion o el ensamblado. Por ejemplo, el
ensamblado PER_UPCH_1 tuvo muy pocos contigs en comparacion con
PER_UPCH_19, que presento la mayor cantidad, indicando un ensamblado menos
exitoso en la construccion de contigs largos. EI nUmero de contigs es un indicador
indirecto de la calidad del ensamblado, un menor nimero de contigs sugiere una

mayor continuidad y calidad del ensamblado (Anexo 19).
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Para H. pylori, que tiene un genoma relativamente estable en tamario, se espera que
un ensamblaje de alta calidad produzca menos de 50-150 contigs, asumiendo
practicas Optimas en secuenciacion y ensamblaje. Un nimero de 150-200 contigs
indica un ensamblaje moderadamente fragmentado, mientras que mas de 200
contigs generalmente se considera un ensamblaje fragmentado (Figura 3) (Anexo

19).
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Figura 3. Calidad de ensamblados segun la fragmentacion.

Por otro lado, la longitud de los ensamblados fue fundamental para evaluar la
calidad del ensamblado gendémico, ya que proporcion6 una medida inicial de la
integridad y representatividad del genoma. Un ensamblado que se alinea
estrechamente en tamafio con un genoma de referencia sugiere una secuenciacion
adecuada y un ensamblaje preciso, mientras que las discrepancias pueden revelar
problemas como ensamblados incompletos, errores de secuenciacion o

contaminacion.
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Leb Longitud de los Ensamblados de Helicobacter pyleri Comparada con el Genoma de Referencia
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Figura 4. Longitud de ensamblados de cepas de H. pylori.

En la Figura 4 se muestra que los tamafios de los genomas variaron desde
aproximadamente 1.63 millones de pares de bases (pb) hasta cerca de 1.68 millones
de pb. Algunos ensamblados mostraron tamarios ligeramente inferiores al genoma
de referencia, lo que podria indicar ensamblados incompletos o pérdida de
informacion genética, afectando la calidad e integridad del genoma ensamblado.
Ensamblados que estuvieron cerca o superaron ligeramente el tamario de referencia
se consideran de buena calidad (Anexo 19).

La evaluacidn del porcentaje de guanina-citosina (GC%) en los ensamblados de H.
pylori demostr6 una alta fidelidad en la representacion de la composicién genémica
esperada para esta especie (Figura 5). La consistencia observada en los valores de
GC% sugiere que los ensamblados reflejan de manera precisa la composicion
gendmica de H. pylori, asegurando la validez de los datos para pasos posteriores

(Anexo 19).
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Porcentaje de GC en los ensamblados de Helicobacter pylori
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Figura 5. Porcentaje de GC en ensamblados de H. pylori y referencia. La linea
roja horizontal indica el porcentaje de GC de referencia, que es de aproximadamente

38.87%.

Otra métrica importante a evaluar es el N50, que evalla la contiguidad y, por
consiguiente, la calidad de los ensamblajes genémicos, indicando la longitud

minima de los contigs que, en conjunto, cubren al menos el 50% del genoma.

N50 de los ensamblados evaluados con QUAST
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Figura 6. N50 de los ensamblados de H. pylori.
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Los valores de N50 variaron significativamente entre los ensamblados, lo que
sugiere variaciones en la efectividad de la metodologia de ensamblaje. Los
ensamblajes con valores altos de N50, como PER_UPCH_1, PER_UPCH_38,
PER_UPCH_47, PER_UPCH_9, y PER_UPCH_23, indicaron una mayor
contiguidad en la secuencia, lo cual permitié una reconstruccion genémica mas
precisa y confiable. En contraste, los ensamblajes con valores bajos de N50, como
PER_UPCH_19, PER_UPCH_24, PER UPCH_25, PER_UPCH 30 vy
PER_UPCH_37, mostraron menor contiguidad, resultando en fragmentos més

cortos (Figura 6) (Anexo 19).

Asimismo, se calculd los valores de L50, que es otra métrica esencial en la
evaluacion de ensamblajes gendmicos porque proporciona una vision clara sobre la
contigiiidad de un ensamblaje. La mayoria de los ensamblados tuvieron un valor de
L50 relativamente bajo, indicando que pocos contigs fueron necesarios para cubrir
al menos el 50% del genoma. Esto sugiere una buena contiglidad y calidad en la

mayoria de los ensamblados (Figura 7) (Anexo 19).

Walores de L50 para Ensamblados de Helicobacter pylori
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@

PER_UPCH_53

PER_UPCH_51
PEA_UPCH_52

Figura 7. L50 de los ensamblados de H. pylori.
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De acuerdo con las Figuras 6 y 7, el ensamblaje de mejor calidad fue
PER_UPCH_1, con un valor N50 de 192,703 y un L50 de 3, indicando que cubrio
el 50% del genoma con solo tres contigs largos. En contraste, el ensamblaje de
menor calidad fue PER_UPCH_19, con un N50 de 4,712 y un L50 de 164, lo que
requiri6 muchos contigs pequefios para cubrir el 50% del genoma, tipico de un
ensamblaje altamente fragmentado (Anexo 19).

Para comprender la relacion entre los valores de N50 y L50, que conjuntamente
indican la contiglidad y calidad de los ensamblados, se establecieron percentiles
basados en los valores de N50. Los ensamblados cuyo N50 se encontraba por
encima del percentil 67 fueron clasificados como de alta calidad; aquellos que
estaban entre el percentil 33 y 67 se consideraron de calidad media; y finalmente,
los ensamblados con un N50 por debajo del percentil 33 se clasificaron como de

baja calidad (Anexo 20; 21; 22).

V.2.3. Evaluacion de la contaminacion y completitud con CheckM

Para evaluar la completitud y la contaminacion en los ensamblados, se utilizé la
herramienta CheckM?2, estableciendo umbrales especificos: completitud > 99.5% y
contaminacion < 2%. Bajo estos criterios, 45 ensamblados fueron considerados
Optimos, mostrando una representacion casi total del genoma de H. pylori y una
minima contaminacion (Anexo 23; Figura 8).

Seis ensamblados fueron identificados como suboptimos debido a sus niveles de
contaminacion. Un caso significativo fue el ensamblado PER_UPCH_19, que
presentd una completitud perfecta del 100%, pero una alta contaminacion del

58.71%, lo que indica la presencia de secuencias no pertinentes o repetidas,
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posiblemente debido a contaminacion cruzada, multiples especies o errores en el

ensamblaje (Anexo 23; Figura 8).
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Figura 8. Evaluacion de contaminacion y completitud de los ensamblados de
H. pylori.

Sin embargo, es importante mencionar que, aunque algunos ensamblados
excedieron el umbral de contaminacion establecido, aln pudieron ser utilizados en
este estudio. En particular, los ensamblados PER_UPCH_22 (99.94% completitud,
7.72% contaminacién), PER_UPCH 25 (99.98% completitud, 3.05%
contaminacion), PER_UPCH_30 (99.95% completitud, 8.80% contaminacion) y
PER_UPCH_8 (100% completitud, 2.34% contaminacion) presentaron ligeros
niveles de contaminacion, pero mantuvieron una completitud casi total del genoma.
Se sospechaba que esta contaminacion se debia a secuencias derivadas de otras

bacterias o de multiples cepas de H. pylori, resultando en un alto porcentaje de
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heterogeneidad: PER_UPCH_22 mostr6 95.77%, PER_UPCH_25 95.24%,
PER_UPCH_30 100.00% y PER_UPCH_8 86.49% (Anexo 23; Figura 8).

El ensamblado PER_UPCH_24 (97.50% completitud, 0.04% contaminacion)
también fue til en este estudio, a pesar de no alcanzar el 100% de completitud. El
bajo porcentaje de contaminacion minimiz6 la interferencia de secuencias no
deseadas en el analisis gendmico. Para su uso en los analisis, se verifico que los
genes de interés presentaran una buena cobertura de secuencia.

Se evalu6 la densidad de codificacion con un umbral del 90%, clasificando los
ensamblados en dos grupos: Optimos y no 6ptimos. Todos los ensamblados
analizados alcanzaron o superaron este umbral, sugiriendo una organizacion
eficiente del genoma con la mayoria de sus secuencias asignadas a genes

codificantes (Figura 8; Anexo 23).

V.2.4. Evaluacion de completitud del ensamblaje con BUSCO

En la categoria de "Completo y en una sola copia,” los ensamblados
PER UPCH_ 39, PER UPCH 32, PER UPCH_ 10, PER UPCH 23 vy
PER_UPCH_52 destacaron con los mayores porcentajes, entre 83.06% y 84.68%
(Anexo 24). Este resultado indica una excelente integridad y una representacion
precisa del genoma de referencia. La predominancia de genes completos en una
sola copia subraya la alta calidad de estos ensamblajes y confirma la eficacia de la

secuenciacion y el proceso de ensamblado (Figura 9; Anexo 24).
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Figura 9. Evaluacion de completitud de los ensamblados de H. pylori.

Sin embargo, algunos ensamblajes mostraron una notable presencia de genes
"Completo y duplicado”, especialmente PER_UPCH_19, donde el 41.13% de los
genes se encontraban en esta categoria. Otros ensamblajes como PER_UPCH_22,
PER_UPCH_ 30, PER UPCH_ 25 y PER _UPCH_27 también mostraron
duplicaciones, aunque en menor medida, indicando variaciones en la calidad del
ensamblaje entre muestras.

La evaluaciéon revel6 que los ensamblajes PER_UPCH_24, PER_UPCH 43,
PER_UPCH_42, PER_UPCH_19 y PER_UPCH_28 presentaron los mayores
porcentajes de genes "Fragmentado”. Ademas, PER_UPCH_24 y PER_UPCH_43
mostraron mas del 12% de genes "Perdido", destacando deficiencias en la cobertura

gendmica (Figura 9; Anexo 24).
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V.2.5. Mapeo de lecturas al genoma de referencia y al ensamblado de novo

En nuestro estudio, se evaluo el mapeo de las lecturas al ensamblado obtenido (re-
mapeo) para verificar la calidad e integridad del ensamblado y detectar posibles
problemas genomicos. Las lecturas que no se alinean o lo hacen de manera
discordante pueden sefialar secuencias de baja calidad, contaminacion o errores en
el ensamblado(Anexo 25).

Se considerd un "buen porcentaje de alineacion Unica" para ensamblados con méas
del 70% de las lecturas alineadas de manera unica. De los ensamblados analizados,
41 cepas cumplieron este criterio, indicando alta especificidad. Un "moderado
porcentaje de alineacidn unica" se definid para ensamblados con 60-70% de lecturas
alineadas de manera Unica, criterio que cumplieron 8 muestras. Evaluar la cobertura
de los ensamblados es crucial, ya que una alta profundidad puede justificar
umbrales mas bajos para la alineacion unica, asegurando que las regiones criticas
del genoma estén bien representadas.

Se observéd que 24 ensamblados mostraron mas del 1% de lecturas alineadas en
maltiples lugares del genoma, indicando regiones gendmicas repetitivas o
similitudes significativas. En particular, el ensamblado PER_UPCH_19 destac6
con un 46.39% de alineacion mdltiple, sugiriendo una alta presencia de regiones
repetitivas.

Se establecié un umbral 6ptimo de "Tasa de Alineacion Total" del 90%, esperando
que al menos el 90% de las lecturas se alineen al menos una vez al genoma de
referencia. Los resultados mostraron que los 51 ensamblados evaluados superaron
este umbral, indicando una excelente calidad en los ensamblados y confirmando la

efectividad del proceso de secuenciacion y alineacion empleado.
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Finalmente, se evalud la densidad de lecturas que soportan cada contig en los

ensamblados, considerando la calidad de N50 y L50 (Anexo 26 al 31).

V.2.6. Anotacion de ensamblados de genomas de H. pylori

Se realizd la anotacion gendmica de los ensamblados de H. pylori mediante la
herramienta Backta. Para evaluar si la anotacién gendémica fue optima, se
consideraron multiples aspectos de los datos como la longitud total del genoma,
densidad de codificacion, secuencias codificantes de proteinas (CDSs), RNAs,
rARNSs, y ncRNA (Anexo 32).

La densidad de codificacion en H. pylori generalmente varia entre 85% y 92%. Los
ensamblados PER _UPCH 1 y PER_UPCH_7 mostraron densidades de
codificacion del 91.9% y 91.0%, respectivamente, indicando alta calidad del
ensamblaje (Figura 22). En contraste, los ensamblados PER_UPCH_22,
PER_UPCH_25 y PER_UPCH_30 presentaron densidades del 84.7%, 82.6% Yy
81.2%, mientras que PER_UPCH_24 registrd la mas baja con 79.9% (Figura 10;

Anexo 32).
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Figura 10. Longitud del ensamblado frente a la densidad de codificacion.

En el andlisis de 50 ensamblados de H. pylori anotados, se observaron variaciones
en varios parametros genémicos. El nimero de tRNAs oscil6 entre 34 y 40, con la
mayoria de los ensamblados presentando entre 36 y 38. Todos los ensamblados
contenian 1 tmRNA 'y 3 rARNS, consistentemente. Los ncCARNS variaron de 6 a 10,
siendo comun encontrar entre 8 y 10 ncARNs. Ademas, el niUmero de regiones
ncRNA varid, con algunos ensamblados sin regiones ncRNA y otros con hasta dos

regiones (Figura 11; Anexo 32).

Ninguno de los ensamblados presentd sistemas CRISPR. El numero de CDSs vario
entre 1449 y 1678, con valores predominantes entre 1500 y 1600. La cantidad de
pseudogenes fluctud entre 6 y 16, siendo mas comdn encontrar entre 6 y 12. El

numero de proteinas hipotéticas vario de 11 a 97, con la mayoria de los ensamblados
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presentando entre 20 y 50. Finalmente, el nimero de sORFs vari6 de 3 a 8, con la

mayoria de los ensamblados teniendo entre 4 y 6 SORFs (Figura 11; Anexo 32).
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Figura 11. Namero de elementos gendmicos anotados por categoria en diversos
ensamblados H. pylori.

En cuanto a la cantidad de secuencias codificantes de proteinas (CDSs), los
ensamblados PER_UPCH_24, PER_UPCH_15y PER_UPCH_53, con 1449, 1482
y 1474 CDSs respectivamente, no alcanzaron los valores esperados para H. pylori
(Anexo 19). No obstante, se confirmé la presencia de tRNAs y rARNs en las
cantidades esperadas, aproximadamente 36 tRNAs y 3 rARNS, esenciales para la
sintesis de proteinas y la funcién celular. La mayoria de los ensamblados
presentaron un bajo nimero de pseudogenes, lo que demuestra una anotacion
precisa y un margen reducido de error en la identificacion de secuencias genéticas

funcionales (Figura 11; Anexo 32).

V.2.7. Prediccion de genes de resistencia de ensamblados de genomas de H.

pylori

En el analisis de resistencia a antibioticos mediante la herramienta de identificacion

de genes de resistencia (RGI), se observo la presencia significativa y uniforme de
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variantes mutadas del gen H. pylori pbpl que confieren resistencia a la amoxicilina,

en todos los ensamblados bioldgicos (Figura 12).

Figura 12. Mapa de calor sobre la prediccion de genes de resistencia mediante RGI.
El amarillo representa una coincidencia perfecta, el verde azulado una coincidencia estricta
y el morado ninguna coincidencia. Los genes marcados con un asterisco (*) presentan

potencial para conferir resistencia a diversas clases de antibiéticos.

También se observo una presencia significativa y uniforme de variantes mutadas
del gen H. pylori pbpl y pbp2 que confieren resistencia a la amoxicilina (tanto en
la clase cefalosporina y cefamicina) en todos los ensamblados bioldgicos. El gen
pbp3, codificador de la penicillin-binding protein 3 (PBP3), se encontrd en
ensamblados especificos (PER_UPCH_37, PER_UPCH_45, PER_UPCH_ 18,
PER_UPCH_26) (Figura 12).

En 37 ensamblajes de H. pylori se identifico el gen gyrA, asociado con la resistencia
a las fluoroquinolonas. En 51 ensamblajes se encontr6 el gen hp1181, asociado con
maultiples categorias de resistencia segun la ontologia de resistencia a los

antibidticos (ARO), incluyendo fluoroquinolonas y tetraciclina. Ademas, 49
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ensamblajes mostraron mutaciones en el gen ARNr 23S, confiriendo resistencia a
claritromicina (Figura 12).

Se identificaron 38 ensamblajes con mutaciones en el gen frxA y 48 en el gen rdxA,
confiriendo resistencia al metronidazol. Solo un ensamblado presenté el gen poxtA,

asociado con resistencia a tetraciclina y oxazolidinone segun la ARO (Figura 12).

V.2.8. Prediccion de mutaciones en genes de resistencia a los farmacos de

referencia en los ensamblados de genomas de H. pylori

V.2.8.1. Resistencia a claritromicina

De las 16 cepas resistentes y 34 sensibles a claritromicina, se identificaron 91
variantes en el ARNr 23S. Especificamente, en las posiciones 2142 y 2143,
conocidas por conferir resistencia, se encontraron mutaciones en 7/16 de las cepas
resistentes en la posicidn 2142 y en 5/16 de las cepas resistentes en la posicion 2143.
Ademaés, 9/16 y 11/16 de las cepas resistentes mostraron la secuencia nativa en las
posiciones 2142y 2143, respectivamente. También se detectaron cambios genéticos
en la posicién 2143 en 9/34 de las cepas sensibles (Anexo 33 y 34).

Se evalud la concordancia entre el perfil de resistencia fenotipico y las mutaciones
A2142G y A2143G del ARNr 23S en Helicobacter pylori. Para la mutacién
A2142G, se obtuvo un coeficiente kappa de 0.5140, indicando una concordancia
moderada y significativa (ProbZ = 0.0000). El acuerdo fue del 82.00%, superior al
62.96% esperado por casualidad, validando esta mutacion como un marcador fiable
de resistencia a la claritromicina. Sin embargo, estos resultados también sugieren
que la mutacién A2142G no identifica todas las cepas resistentes, lo que sugiere la

presencia de otros mecanismos de resistencia (Tabla N°2).
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Por otro lado, la evaluacion de la concordancia entre el fenotipo de resistencia y la
mutacion A2143G mostrd un coeficiente kappa de 0.2981, lo que indica una
concordancia débil pero significativa (p = 0.0079). Aunque la mutacion A2143G es
eficaz para confirmar resistencia cuando esta presente, no detecta todos los casos
de resistencia, subrayando la necesidad de identificar otros marcadores para mejorar

la deteccion (Tabla N°2).

Tabla N°2: Concordancia del perfil genotipo y fenotipico de resistencia a
claritromicina

Acuerdo
Mutacion Acuerdo |esperado |[Kappa |Std.err. [Prob>Z
A2142G 82.00% |62.96% 0,514 0,1236 <0,001
A2143G 74.00% |62.96% 0,2981  |0,1236 0,008

A2142G y A2143G  [88.00% |57.92% 0,7148 0,1408 <0,001

T2182C 82.00% |62.96% 0,514 0,1236 <0,001

A2142G, A2143G y

T2182C 88.00% |57.92% 0,7148 0,1408 <0,001

La evaluacion de la concordancia entre las mutaciones A2143G o A2142G y el
fenotipo de resistencia a la claritromicina mostré un alto grado de acuerdo (88.00%)
y un coeficiente kappa de 0.7148, indicando una concordancia sustancial y
significativa (Z = 5.08, p = 0.0000). Estos hallazgos destacan la utilidad clinica de
las mutaciones A2143G y A2142G como marcadores fiables para identificar la

resistencia a la claritromicina (Tabla N°2).
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Con respecto a las otras mutaciones adn en estudio, que han sido reportadas tanto
en aislados resistentes como sensibles (Gong et al., 2018). Se encontraron las
mutaciones G1940A (2/34), G1959A (1/34) y T2182C (5/34) en cepas
fenotipicamente sensibles, y C1944T (1/16), T1965C (1/16) y T2182C (2/16) en
cepas resistentes (Anexo 33y 34).

En cuanto a los genes putativos relacionados con la resistencia a la claritromicina,
como infB y rpl22, no se encontraron mutaciones en sus secuencias (Anexo 33).
Ademaés, dos cepas con perfil fenotipicamente resistente no presentaron ninguna
mutacién en los genes evaluados en este estudio, lo que sugiere que otros
mecanismos de resistencia, como bombas de eflujo, formas cocoides y formacion

de biopeliculas, podrian estar confiriendo la resistencia a la claritromicina.

V.2.8.2. Resistencia a levofloxacino

La resistencia a la levofloxacina en H. pylori se debe a mutaciones puntuales en las
regiones determinantes de resistencia a las quinolonas (QRDR) de los genes gyrA
y gyrB (Mori et al., 2018). Las QRDR de GyrA 'y GyrB abarcan los codones A71 a
Q110 y E415 a S454, respectivamente. Los cambios en los aminoacidos en los
codones 87 y 91 del gen gyrA (N871, N87K, N87T, D91Y, D91N, D91G) son
determinantes del estado de resistencia (Lauener et al., 2019; Tshibangu-Kabamba
et al., 2020).

En nuestro estudio, se identificaron las siguientes variantes genéticas en 43 cepas
resistentes: el 18.06 % (8/43) presentaron un cambio en el codon N87K, el 25.58 %
(11/43) N87I1, el 4.65 % (2/43) N87T, el 6.98 % (3/43) DILY, el 20.93 % (9/43)
D91G y el 18.60 % (8/43) D91N. Ademas, el 27.9 % (12/43) de las cepas resistentes

presentaron una extension N-terminal de GyrA por cinco residuos de aminoacidos
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(QDNSV), vy el 13.95 % (6/43) no presentaron ninguna mutacion en la region
QRDR (Anexo 35, 36 y 37).

Por otro lado, el 62.5% (5/8) de las cepas sensibles a levofloxacino no presentaron
ninguna variante en el gen gyrA. El 12.5% (1/8) de las cepas sensibles presentaron
un cambio en el codon 87 (N a T) y otra cepa sensible presenté un cambio en la
posicion 87 (N a I). Cabe resaltar que el 37.5% (3/8) de las cepas sensibles
presentaron una extension N-terminal de GyrA por cinco residuos de aminoacidos
(QDNSV) (Anexo 35, 36 y 37).

La evaluacion de la concordancia entre las mutaciones N87K y N871 y el fenotipo
de resistencia a levofloxacino mostr6 una concordancia muy baja, con coeficientes
kappa de 0.0602 y 0.0396, respectivamente. Estos resultados no fueron
estadisticamente significativos (p > 0.1), sugiriendo que la concordancia observada
podria deberse al azar (Tabla N°3). De manera similar, la evaluacion de la
concordancia entre las mutaciones D91G y D91N vy el fenotipo de resistencia a
levofloxacino también mostré una concordancia muy baja, con coeficientes kappa
de 0.0690 y 0.0602, respectivamente, y sin significancia estadistica (p > 0.09).

En conjunto, al evaluar de manera individual las mutaciones N871, N87K, D91G y
D91N, se concluye que no son buenos candidatos para explicar la resistencia a
levofloxacino debido a su baja concordancia con el fenotipo resistente. Por lo tanto,
es necesario considerar el efecto combinado de estas mutaciones u otros factores
adicionales para una mejor explicacion de la resistencia a levofloxacino (Tabla

N°3).
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Tabla N°3: Concordancia del perfil genotipo y fenotipico de resistencia a levofloxacino

Acuerdo
Mutacion Acuerdo|esperado Kappa |Std. err.|Prob>Z
N87K 30.00% |25.52% 0,0602( 0,0483|0,1065
N87I 34.00% |31.28% 0,0396( 0,061(0,2582
N87T 16.00% |18.32% -0,0284| 0,0285| 0,8402
D91G 32.00% |26.96% 0,069 0,0516(0,0907
D91IN 30.00% |25.52% 0,0602| 0,0483|0,1065
D91y 20.00% |18.32% 0,0206( 0,0285]|0,2355
N871 + N87K+D91G +D91N 78.00% |62.96% 0,4060( 0,1236| 0,0005
QDR _gyrA N871 + N87K+D91G +D91N+D91Y 84.00% |67.28% 0,5110( 0,1316( 0,0001
aminoacidNterminalextensi 32.00% |35.60% -0,0559| 0,0698| 0,7883
V199A 54.00% |57.20% -0,0748| 0,1123|0,7472
V199M 16.00% |15.44% 0,00660| 0,0162|0,3418
N871 + N87K+ N87Y + D91G
+D91N+D91Y+aminoacidNterminalextensi 80.00% |73.04% 0,25820| 0,1399(0,0325
N871 + N87K+ N87Y + D91G +D91N+D91Y +V199A 84.00% |78.80% 0,24530| 0,1399| 0,0387
N871 + N87K+ N87Y + D91G +D91N+D91Y+V199M 86.00% |68.72% 0,55240| 0,134|0,0000
out QDR_gyrA [N871 + N87K+ N87Y + D91G +D91N+D91Y +V199A+V199M 86.00% |80.24% 0,29150( 0,1347|0,0153
R579C 16.00% [15.44% 0,00660| 0,0162|0,3418
D481E 16.00% |15.44% 0,00660| 0,0162|0,3418
N87! + N87K+ N87Y + D91G +D91N+D91Y+R579C 86.00% |68.72% 0,55240| 0,134(<0,001
N871 + N87K+ N87Y + D91G +D91N+D91Y+D481E 86.00% |68.72% 0,55240( 0,134|<0,001
out_QDR_gyrB|N87! + N87K+ N87Y + D91G +D91N+D91Y+V199M + R579C+D481E 88.00% |70.16% 0,59790| 0,1362|<0,001
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La evaluacion de la concordancia del conjunto de mutaciones N871, N87K, D91G,
D91N y D91Y con el perfil fenotipico mostr6é una concordancia moderada, con un
valor de kappa de 0.5110, indicando una mejora en la identificacion de cepas
resistentes. Aunque estas mutaciones ofrecen una herramienta mas precisa para
identificar la resistencia, no son definitivas para todas las cepas resistentes a
levofloxacino en H. pylori. El valor de significancia para esta combinacion de
mutaciones es 0.0001, lo que indica que la concordancia observada es

estadisticamente significativa (Tabla N°3).

Por otro lado, es importante mencionar que se identificaron cepas que presentaron
mutaciones fuera del dominio QRDR y que previamente han sido reportadas tanto
en cepas sensibles como resistentes a este farmaco (Lin et al., 2023). De las cepas
resistentes, 1/43 present6 la mutacion V1721, 1/43 presentd la mutacion D161N,
25/43 presentaron la mutacion V199A, y 1/43 present6 la mutacion V199M. Con
respecto a las cepas sensibles, 5/7 presentaron la mutacion V199A (Anexo 35). La
concordancia de la presencia de estas mutaciones con su perfil fenotipico fue

evaluada individualmente (Tabla N°3).

También se evalud el grado de concordancia entre la presencia de cualquier
mutacion en y cercano del dominio QRDR y su proximidad con el perfil de
susceptibilidad. Por ello, se evalu6 el grupo de variantes compuesto por N87I,
N87K, N87Y, D91G, D9IN, DI91Y y V199M frente al fenotipo, mostré un
coeficiente de Kappa de 0.5524(Prob>Z=0.00), indicando una fuerte concordancia

entre las mutaciones presentes y la resistencia a levofloxacino
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. Esto indica que la presencia de estas mutaciones juntas puede ser un buen predictor
del fenotipo de resistenciaEsta combinacion se convierte en un marcador de
resistencia altamente confiable y raramente encontrado en cepas no resistentes

(Tabla N°3).

Las mutaciones en gyrB en la region QRDR que vea desde la posicion E415 hasta
S454 no se considera un mecanismo comun de resistencia a levofloxacino, pero
diversos reportes sugieren que el cambio en las posiciones 463,479,484 y 483 de
gyrB puede contribuir a la resistencia a este farmaco, ya que se han encontrado en
aislados resistentes a este mismo farmaco. En nuestro estudio dos cepas resistentes
presentaron la mutacion D481E y R579C, cada uno. Se evalu¢ individualmente la
concordancia entre la presencia de estas mutaciones y su perfil fenotipico (Tabla
N°3).

Diversos estudios han reportado que algunas mutaciones en gyrB estan asociadas
con las mutaciones en los codones 87 y 91 de gyrA. Se evaluo la concordancia entre
las mutaciones en gyrA que confieren resistencia junto con mutaciones en la region
QRDR de gyrB. Se consideraron tres combinaciones de mutaciones. En el primer
grupo, se incluyeron las mutaciones N871, N87K, N87Y, D91G, D91N y D91Y en
gyrA, junto con R579C en gyrB. En el segundo grupo, se evaluaron las mismas
mutaciones en gyrA, acompafadas de D481E en gyrB. Para ambas combinaciones,
la concordancia observada fue del 86%, con un coeficiente kappa de 0.5524 (Tabla

N°3).
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En el tercer grupo, se incorporaron todas las mutaciones de los primeros dos grupos,
afiadiendo R579C y D481E en gyrB. Este conjunto mostré una mejoria en la
concordancia y un coeficiente kappa significativo, alcanzando un 88% y 0.5979,
respectivamente. Estos datos sugieren que la resistencia a levofloxacino puede ser
el resultado de un evento multifactorial, con mutaciones en la region QRDR de gyrA

y gyrB contribuyendo a la resistencia (Anexo 37).

V/.9.2.3. Resistencia a amoxicilina

Nos centramos en los motivos de unidn a penicilina conservados (PBP-motifs),
especificamente los motivos SXXK, SXN y KTG, dentro de los genes pbp1A, pbp2,
pbp3 y pbp4, que codifican las PBPs. Los cambios en codones especificos dentro
de estos motivos generalmente se consideran asociados con la resistencia a la

amoxicilina en H. pylori (Gerrits et al., 2002).

En nuestro estudio, de las 26 cepas resistentes a amoxicilina, se identificaron las
siguientes mutaciones: S414R (1/26), T556S (1/26), N562Y (2/26), T593A (8/26),
T593G (1/26) y T593P (1/26). Estas mutaciones confieren resistencia a la
amoxicilina, como se ha corroborado mediante transformacion en estudios previos
(Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Kwon et al., 2017). De las 24 cepas sensibles a
amoxicilina, se encontraron las mutaciones S414R (1/24), T556S (2/24), T593A

(5/24), T593G (1/24) y T593S (1/24) (Anexo 39 y 40).

La evaluacion de la concordancia entre las mutaciones S414R y N562Y y el perfil
de susceptibilidad fenotipica para la amoxicilina mostro baja utilidad para predecir

resistencia. La mutacion S414R tuvo una concordancia casi nula (Kappa = 0.0370),
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lo que la hace poco util para identificar cepas resistentes. De manera similar, la
mutacién N562Y presentd baja concordancia (Kappa = 0.0741), lo que la convierte
en un marcador perfecto para la no resistencia, pero con una aplicabilidad clinica
limitada debido al bajo nimero de verdaderos positivos (Tabla N°4).

Asimismo, la evaluacion de la presencia de mutaciones en la posicién 993 del
motivo PBP1A mostrd una baja concordancia (Kappa = 0.0916), lo que indica una
capacidad limitada para predecir resistencia. Sin embargo, al evaluar la
concordancia entre las mutaciones S414R, N562Y, T556S y T993 en conjunto con
el perfil de susceptibilidad fenotipica, se observd una concordancia moderada
(Kappa = 0.2063). Esto sugiere una mejora en la prediccion de resistencia en

comparacion con la evaluacion de mutaciones individuales (Tabla N°4).
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Tabla N°4: Concordancia del perfil genotipo y fenotipico de resistencia a Amoxicilina.

Acuerdo Std.
Mutacion Acuerdo| esperado | Kappa| err. | Prob>Z
S414R 50.00% | 48.08% |(0,0370|0,0381( 0,1659
T556S 46.00% | 48.24% (0,0433|0,0648| 0,7478
Mutaciones en PBP1 verificados en N562Y 52.00% | 48.16% [0,0741|0,0534| 0,0828
experimentos de transformacion T593A/G/P/S 54.00% | 49.36% |0,0916|0,1322| 0,2441
natural S414R+T556S+N562Y+T593A/G/P/S 60.00% | 49.60% [0,2063|0,1374| 0,0665
A4TAT 48.00% | 48.32% (0,0062|0,0742| 0,5333
T558S 46.00% | 48.08% (0,0401|0,0381| 0,8535
V374L 56.00% | 48.48% | 0,146 |0,0891| 0,051
Mutaciones en PBP1 que estan _
asociados a la fe,slf“enc'a de N504D 48.00% | 48.48% |0,0093(0,0891|0,5416
amaoxicilia
Xet V469M/A 54.00% | 48.24% |0,1113|0,0648| 0,043
S543R/N 52.00% | 48.80% |0,0625|0,1104( 0,2856
V16l 60.00% | 50.56% |0,1909|0,1372(0,08200
G242S 48.00% | 48.96% |0,0188|0,1182| 0,5632
Mutaciones en PBP1 verificados en S414R+T5565+N562Y+T593A/G/P/S+V374L 62.00% | 49.84% |0,2424|0,1404|0,0421
experimentos de transformacion S414R+T556S5+N562Y+T593A/G/P/S+V374L+VA69M/A 64.00% | 49.92% |0,2812(0,1410| 0,0231
natural + Mutaciones en dominios
PBP1 que estan asociados a la
resistencia de amoxicilina S414R+T556S+N562Y+T593A/G/P/S+V374L+V469M/A+V 161 64.00% | 51.20% |0,2623|0,1158| 0,0118

56




Mutacion cercana al motivo PBP1 E406 64.00% | 51.20% |0,2623|0,1158( 0,0118
Mutaciones en PBP1 verificados en
experimentos de transformacion
natural +Mutacién cercana al motivo
PBP1s S414R+T556S+N562Y+T593A/G/P/S+E406 60.00% | 51.20% |0,1803|0,1158( 0,0597
Mutaciones en PBP1 verificados en S414R+T556S+N562Y+T593A/G/P/S+V374L+E406 58.00% | 51.28% |0,1379(0,1114|0,1079
experimentos de transformacion | 5414R+75565+N562Y+T593A/G/P/S+V3T4L+VA6IM/A+EA0s | 58.00% | 51.28% |0,1379|0,1114| 0,1079
natural +Mutacién cercana al motivo
PBP1's+Mutaciones que estdn
asociados a la resistencia de
amoxicilina S414R+T5565+N562Y+T593A/G/P/S+V374L+V469M/A+V161+E406| 56.00% | 51.68% |0,0894|0,0793| 0,1299
Mutaciones en el motivo PBP-2 S494N 50.00% | 49.04% (0,0188|0,1216| 0,4385
Mutaciones verificadas en
experimentos de transformacion
natural Mutaciones en el motivo
PBP-2 S414R+T556S+N562Y+T593A/G/P/S+S494N 58.00% | 50.16% |0,1573|0,1413( 0,1328
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En estudios previos, se identificaron varias mutaciones asociadas con la resistencia
a la amoxicilina. Entre estas, la mutacion A474T estuvo presente en 2/26 cepas
resistentes y en 2/24 cepas sensibles. La mutacion T558S se encontrd Gnicamente
en 1/24 cepas sensibles. La G595S aparecio en 5/26 cepas resistentes y en 2/26
cepas sensibles. La V374L se observd en 5/26 cepas resistentes y en 1/24 cepas
sensibles. Las mutaciones V469M y V469A se detectaron exclusivamente en cepas
resistentes, cada una en 1/26 cepas. La N504D estuvo en 2/26 cepas resistentes y

en 3/24 cepas sensibles (Anexo 39y 40).

Las mutaciones S543R y S543S se encontraron en 3/26 y 2/26 cepas resistentes,
respectivamente, y en 2/24 y 1/24 cepas sensibles, respectivamente. La mutacion
V16l fue notablemente prevalente, con 19/26 cepas resistentes y 13/24 cepas
sensibles. Finalmente, la G242S estuvo presente en 6/26 cepas resistentes y en 6/24
cepas sensibles. La concordancia de la presencia de estas mutaciones con su perfil

fenotipico fue evaluada individualmente (Anexo 39 y 40).

La evaluacion de la concordancia entre diversas combinaciones de mutaciones en
el gen PBP1A y el perfil de susceptibilidad fenotipica a la amoxicilina mostré una
mejora en la prediccion de la resistencia en comparacion con mutaciones
individuales. En el primer grupo (S414R, T556S, N562Y, T593A/G/P/Sy V374L),
la concordancia fue baja (Kappa = 0.1720), pero significativa. El segundo grupo,
que afiadi6 las mutaciones V469M/A, mostr6é una concordancia moderada (Kappa

= 0.2812) y significativa. El tercer grupo, que incluyd la mutacién V16l, también
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presentd una concordancia moderada (Kappa = 0.2623) y significativa ( p evalue =
0,0118)

Estos resultados indican que la inclusion de mdaltiples mutaciones mejora la
prediccion de la resistencia fenotipica a la amoxicilina méas alld del azar. La
identificacion de estas mutaciones como marcadores genéticos puede ser Util para
el desarrollo de pruebas de diagndstico de resistencia a este farmaco, permitiendo

una deteccion mas precisa y efectiva de cepas resistentes (Tabla N°4).

Se encontraron mutaciones cercanas al dominio SKN 402_404 en cepas resistentes
y sensibles. La mutacién E406M se presentd en 1/ 26 cepas resistentes. La mutacion
E406A se encontrd en 13/26 cepas resistentes y en 12/24 cepas sensibles. La
mutacién E406T aparecidé en 3/26 cepas resistentes, y la mutacion E406V se
presentdé en 3/26 cepas resistentes y en 1/24 cepas sensibles (Figura 13). La
evaluacion de la concordancia de cualquier cambio en la posicion 406 con el perfil
de susceptibilidad fenotipica a la amoxicilina mostr6 una concordancia moderada y

significativa (Kappa = 0.2301) (Tabla N°4).

Adicionalmente, se establecié una variable para detectar las mutaciones S414R,
T556S, N562Y, T593A/G/P/S, E406M, E406T, E406A y E406V, evaluando su
presencia frente al perfil fenotipico de resistencia a la amoxicilina. La evaluacion
mostré una concordancia moderada (Kappa = 0.1803), sugiriendo una capacidad
limitada para identificar correctamente los casos no resistentes (Tabla N°4).

Estos resultados indican que, aunque la presencia de mutaciones en la posicion 406

del dominio SKN y otras mutaciones asociadas pueden mejorar la prediccion de la
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resistencia fenotipica a la amoxicilina, la capacidad de estas mutaciones para
identificar correctamente los casos no resistentes sigue siendo limitada. Esto sugiere
la necesidad de considerar factores adicionales o combinaciones de mutaciones para

mejorar la precision de las pruebas de diagndstico de resistencia a la amoxicilina.

Por ultimo, se encontraron mutaciones en los dominios de PBP2 que previamente
han sido reportadas por tener una buena asociacion con el perfil fenotipico de
resistencia a amoxicilina. La mutacion S494N estuvo presente en 7 de 26 cepas
resistentes y en 6 de 24 cepas sensibles (Anexo 39 y 41). La evaluacién de la
concordancia de la presencia de la mutacion S494N en el gen objetivo PBP2 con el
perfil fenotipico de resistencia a amoxicilina mostr6 una concordancia muy baja
(Kappa = 0.0188) (Tabla N°4).

Ademas, se evalud la presencia de las mutaciones S414R, T556S, N562Y,
T593A/G/PI/S en los motivos PBP1A y S494N en los motivos PBP2 frente al perfil
de susceptibilidad fenotipica a amoxicilina. La concordancia fue baja (Kappa =
0.1573) y no significativa, lo que sugiere una capacidad limitada para identificar
correctamente los casos resistentes (Tabla N°4).

Estos resultados indican que, aunque algunas mutaciones en los dominios de
PBP1A y PBP2 se han asociado previamente con la resistencia a amoxicilina, su
capacidad para predecir correctamente los casos resistentes es limitada. Esto resalta
la necesidad de considerar otras mutaciones o factores adicionales para mejorar la
precision de las pruebas de diagnéstico de resistencia a amoxicilina.

Otra mutacion, A541V, se encontro en el motivo PBP2 en un aislado resistente que

también presentaba mutaciones en los dominios cercanos de SKN en PBP1A
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Ademas, se identificd una mutacion putativa N561D en el dominio SNN 559 561
de PBP1A en una cepa resistente; este cambio no ha sido reportado anteriormente

en algun estudio (Anexo 41).

Se identificd una Unica cepa resistente que presentaba una mutacién en la posicion
S265L de la proteina PBP4 (Anexo 40). En el resto de las cepas resistentes no se
detectaron mutaciones en los motivos de PBP3 y PBP4, lo que sugiere que estas
cepas podrian tener otros mecanismos de resistencia a la amoxicilina. Por ello, se

evaluaron otros mecanismos, como las bombas de eflujo y proteinas de membrana.

Se encontré que 11/26 cepas resistentes y 2/24 cepas sensibles presentaron una
delecion del aminoécido en las posiciones 811 812 en la proteina de resistencia a
la acriflavina o en los sistemas de eflujo multidroga del tipo RND-CmeABC y
CmeDEF. Ademas, 5/ 26 cepas resistentes mostraron una mutacién K229Q en la

proteina beta-barril de la membrana externa HofH (Anexo 42 y 43).

V.9.2.4. Resistencia a metronidazol.

En los estudios de Méndez y Megraud(2002) proporcionaron una compilacién de
mutaciones en RdxA que incluye aquellas que dan como resultado la pérdida de la
funcién de la enzima informada por muchos laboratorios (Mendz & Mégraud,
2002). Una de las principales mutaciones que afectan la unién de la apoproteina
rdxA al cofactor FMN, y por lo tanto su funcion son los cambios en los residuos
R16, S18, K20, N73, 1142, G162 y K200 involucrados en la union de FMN. Se

encontrd que de las 32 cepas resistentes 7 presentaron un cambio en el codén R16
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y de las 18 cepas sensibles 2 presentaron este mismo cambio (Anexo 44). La
concordancia entre la mutacion en R16 y la resistencia al metronidazol fue de
0.0841 y no significativa, indicando que puede deberse al azar (p=0,1708) (Tabla

N°6).

En el ensamblado PER UPCH 6 se observa una delecion de la secuencia del ADN
codificante de la posicidén 482_484(del TTG, posiciones eliminadas) lo que afectd
a los aminoécidos isoleucina en la posicion 161 y glicina en la posicion 162, y se
insertd un amino&cido arginina en su lugar (Anexo 45). Por otro lado, no se

encontraron mutaciones en las posiciones S18, K20, N73, 1142, G162 y K200.

Ademas, se evaluaron mutaciones que podrian desestabilizar la formacion de
dimeros en la proteina RdxA. Esta proteina es un dimero compacto, y se espera que
mutaciones en la interfaz del dimero (R41, L42, S43, Q50, V55, M56, 1142, G145,
K202, L209) desestabilicen su estructura. Del total de cepas evaluadas, 1
ensamblado (PER_UPCH_33) presentd un cambio en el coddn R41, y esta cepa fue
sensible al metronidazol. Ademas, 9/32 cepas resistentes presentaron un cambio en

la posicion M56, y 4/18 cepas sensibles también mostraron esta mutacion.

La mutacién M561 mostré baja concordancia con la resistencia al metronidazol
(Kappa = 0.0480) no significativa evidenciando una capacidad baja para predecir
resistencia (Tabla N°5). Por otro lado, no se encontraron otras mutaciones en las
posiciones L42, S43, Q50, V55, 1142, G145, K202 y L209 en nuestros aislados

(Anexo 44). Al evaluar las mutaciones de manera individual, reforzo la necesidad
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de un enfoque multifactorial para evaluar la resistencia a metronidazol. Por ello, la
evaluacion entre las mutaciones del grupo (R16, G162, M56, Y47C) y la resistencia
al metronidazol mostro una concordancia moderada a través del valor de kappa de
0.1960. Sin embargo, esta concordancia no es estadisticamente significativa,
indicando que esta combinacion de mutaciones no es un marcador fiable de
resistencia en el contexto evaluado (Tabla N°5). Esto refuerza la necesidad de

considerar multiples variables para evaluar la resistencia al metronidazol.

En nuestro estudio se evaluaron varias mutaciones missense en codones funcionales
definidos segln estudios experimentales. Se identificaron cambios exclusivos en
cepas resistentes en las posiciones N14T (PER_UPCH_28), Y47C
(PER_UPCH_34), H53R (PER_UPCH_37), A67V (PER_UPCH_48), A68T
(PER_UPCH_16) y V192M (PER_UPCH_51) (Anexo 44). La mutacién V2041 se
encontrd en 7/32 cepas resistentes y 6/18 cepas sensibles. Otras mutaciones como
H25R, A206T, V172, G98S, H99R y E175Q se identificaron en 2/32, 2/32, 13/32,
5/32, 6/32 cepas resistentes, respectivamente, y en 1/18, 1/18, 10/18, 7/18, 6/18
cepas sensibles, respectivamente. Las mutaciones K64N y A68V solo se

encontraron en cepas sensibles (PER_UPCH_31y PER_UPCH_33) (Anexo 44).

Ademas, se evaluaron mutaciones missense observadas en aislados clinicos. Las
mutaciones T31E, R90K, HI97T/Y, A118S/T y R131K se encontraron en 18/32,
9/32, 7/32, 5/32 y 3/32 cepas resistentes, respectivamente, y en 8/18, 7/18, 7/18,
4/18 y 11/18 cepas sensibles, respectivamente. La mutacion P106S/L se encontr6

en 2/32 cepas resistentes, mientras que la mutacion D59N se encontré tanto en cepas
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resistentes como sensibles (Anexo 44). Asimismo, se evalud la combinacion de
mutaciones R16, G162, M56, Y47C, P106 y T31E mostrd una concordancia del
64.00% con la resistencia, con un valor de kappa de 0.1573. Aungue esta
combinacion de mutaciones indica una concordancia leve, el valor no es
estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.1232), lo que implica que la relacion
observada podria ser atribuida al azar. Por tanto, se necesita mas investigacion para

confirmar la relevancia de estas mutaciones en la resistencia al metronidazol.

Se evalud la presencia de mutaciones en el gen rdxA, inducidas por altas
concentraciones de metronidazol y comprobadas por transformacién, aunque no
encontradas en aislados clinicos. Las mutaciones incluyen C46T, G238A y G352A.
La mutacion C46T se presentd en 5/32 cepas resistentes y 1/18 cepas sensibles. La
mutacién G238A se encontré exclusivamente en cepas resistentes. La mutacién
G352A se detectd en 5/32 cepas resistentes y 4/18 cepas sensibles. La concordancia
de las mutaciones C46T, G238A y G352A con el perfil fenotipico fue evaluada

(Anexo 44).

Se evalud la concordancia entre diversas mutaciones en el gen rdxA y la resistencia
al metronidazol en Helicobacter pylori. Inicialmente, se analizaron las mutaciones
R16, G162, M56, Y47C, P106 y C46T, que mostraron una concordancia moderada
con la resistencia, con un valor de kappa de 0.1960. No obstante, esta concordancia
no resultd estadisticamente significativa (Prob>Z = 0.0632), lo que sugiere que,
aunque existe una indicacion de que estas mutaciones podrian estar asociadas con

la resistencia, no se dispone de evidencia concluyente para confirmarlo. La

64



presencia de estas mutaciones sugiere una posible asociacion con la resistencia al
metronidazol, pero se requieren estudios adicionales para corroborar esta relacion
(Tabla N°6).

Por otro lado, la combinacién de mutaciones R16, G162, M56, Y47C, P106, C46T
y G238A mostrd una concordancia moderada con la resistencia, con un valor de
kappa de 0.2567, que fue estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0263). Esto
indica que esta combinacion de mutaciones es un marcador relativamente fiable de
resistencia en el contexto estudiado. La significancia estadistica respalda que la
presencia de estas mutaciones estd asociada con la resistencia al metronidazol, lo
cual es fundamental para la identificacion de cepas resistentes (Tabla N°5).
Finalmente, se analizd la combinacion de mutaciones R16, G162, M56, Y47C,
P106, C46T, G238A y V192, que mostrd una concordancia moderada con la
resistencia, con un valor de kappa de 0.2880, también estadisticamente significativo
(Prob>Z = 0.0159). Esto refuerza la fiabilidad de esta combinacion de mutaciones
como marcador de resistencia al metronidazol. La significancia estadistica confirma
que la presencia de estas mutaciones esta realmente asociada con la resistencia a
este farmaco, lo cual es crucial para la identificacion de cepas resistentes (Tabla

N°5).
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Tabla N°5: Concordancia del perfil genotipo(rdxA) y fenotipico de resistencia a Metronidazol.

Acuerdo

Acuerd |esperad Std. Prob>

Mecanismo Mutacion o o Kappa |err. Z
0,084

Mutaciones R16 46.00% |41.04% 1| 0,0885|0,1708
simples en rdxA -
que afectan la 0,093
union del V204l 38.00% (43.28% 1| 0,105(0,8124
cofactor a la 0,022
apoproteina. G162 38.00% |36.56% 7 0,03]0,2243
Mutaciones que |M56 46.00% |43.28% | 0,048 0,105(0,3239
afecten la
dimerizacion de
la proteina 0,022
rdxA. Y47C 38.00% [36.56% 7| 0,0300(0,2243
Combinaciones
mutaciones que
afectan la union
del cofactor a la
apoproteinay
su dimerizacién. |R16 /G162 /M56/Y47C 58.00% (47.76% | 0,196 0,1283(0,0632
Mutaciones 0,005
estadisticament |A206T 38.00% (37.68% 1| 0,0517(0,4605
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e asociadas al
perfil fenotipico
de resistencia a
metronidazol
encontrados en
aislados clinicos
resistentes

Combinaciones
mutaciones que
afectan la unién
del cofactor ala
apoproteina, su
dimerizaciény
mutaciones
asociadas al
perfil de
resistencia
encontrados en

0,139

Y97 36.00% (43.84% 6| 0,1085|0,9008
0,045

P106 40.00% |37.12% 8| 0,0423|0,1395
0,090

R90OK 40.00% |44.96% 1| 0,1151(0,7832
0,186

R131K 40.00% |49.44% 7| 0,1342| 0,918
0,051

Al118 38.00% (41.04% 6| 0,0885| 0,72
0,134

V172] 42.00% |48.88% 6| 0,1324|0,8454
0,196

R16 /G162 /M56/YA7C/P106 58.00% (47.76% 0| 0,1283|0,0632
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aislados
resistentes

Mutaciones que
afecta a
codones
funcionales y
estadisticament
e asociadas al
perfil fenotipico
de resistencia a
metronidazol
Combinaciones
mutaciones que
afectan la union

0,187

G98S 32.00% (42.72% 2| 1.012 1

T31E 56.00% [50.56% 0,11} 0,1372|0,2113
0,002

L62V 42.00% |42.16% 8| 0,9720|0,5113
0,022

A68T 38.00% [36.56% 7 0,03|0,2243
0,081

A68V 32.00% [37.12% 4| 0,0423]0,9729
0,059

A68 34.00% [37.68% 1| 0,0517|0,8731
0,017

S91P 36.00% [37.12% 8| 0,0423|0,6631
0,117

E175Q 36.00% (42.72% 3| 0,1012|0,8768
0,022

V192 38.00% [36.56% 7 0,03|0,2243
0,157

R16 /G162 /M56/YA7C/P106/T31E 64.00% (57.28% 3| 0,1357|0,1232
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del cofactor a la
apoproteina, su
dimerizacion,
mutaciones
asociadas al
perfil de
resistencia
encontrados en
aislados
resistentes y
mutaciones que
afectan codones
funcionales
estadisticament
e asociados a un
perfil de
resistencia a
metronidazol
Mutaciones en
el gen rdxA,
inducidas por
altas
concentraciones
de metronidazol
y comprobadas
por
transformacion

0,051

G352A 38.00% [41.04% 6| 0,0885| 0,72
0,076

C46T 44.00% |39.36% 5| 0,0728|0,1465

G238A 40.00% [37.12% |0,0458 |0,0423 [0,1395
0,022

V192 38.00% |36.56% 7| 0,03[0,2243
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Combinaciones

; 0,196| 0,1283
demutaciones | g, o162 /MS6/Y47C/P106/CA6T 58.00% [47.76% 0 0[0,0632
gue afectan la
union del 0,256| 0,1324
cofactor a la R16 /G162 /M56/Y47C/P106/CA6T/G238A 62.00% |48.88% 7 0(0,0263
apoproteina, su
dimerizacion,
mutaciones
asociadas al
perfil de
resistencia
encontrados en
aislados
resistente y
mutaciones
inducidas por
altas
concentraciones
de metronidazol
y comprobadas
por 0,288
transformacion |R16 /G162 /M56/Y47C/P106/C46T/G238A/V192 64.00% (49.44% 0| 0,1342|0,0159

0,022
L33Ter 38.00% |36.56% 7 0,03|0,2243
Codones stop -
prematuro en 0,040
rdxA Q50Ter 34.00% |36.56% 4 0,03| 0,911
0,022
W52Ter 38.00% |36.56% 7 0,03|0,2243
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0,040

Q65Ter 34.00% |36.56% 4 0,03| 0,911
0,022
N73Ter 38.00% |36.56% 7 0,03]0,2243
0,040
Q175Ter 34.00% |36.56% 4 0,03| 0,911
0,022
A206TerC 38.00% |36.56% 7 0,03]0,2243
0,045
E75Ter 40.00% (37.12% 8| 0,0423)10,1395
0,022
GIn65Ter 38.00% |36.56% 7 0,03]0,2243
Codones stop 0,167
en rdxA L33Ter/W52Ter/N73Ter/A206TerC/E75Ter/GIn65Ter 50.00% (39.92% 8| 0,0784|0,0162
Mutaciones
simplesy R16 /G162
codones stop en|/M56/Y47C/P106/C46T/G238A/V192/L33Ter/W52Ter/N73Ter/A206TerC/E75Ter/GIn6 0,420
rdxA 5Ter 72.00% |51.68% 5| 0,1395|0,0013
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Otro evento bioldgico evaluado en nuestro estudio fue la ganancia de codones de
stop prematuros, resultante de mutaciones nonsense o mas complejas. Se
identificaron ocho cepas resistentes y dos sensibles con estas mutaciones (Anexo
46). La evaluacion de la concordancia entre la presencia de codones de terminacion
prematura (L33Ter, W52Ter, N73Ter, A206Ter, E75Ter, GIn65Ter) en el gen rdxA
y el fenotipo de resistencia al metronidazol mostré una concordancia del 50.00% y
un valor de kappa de 0.1678, lo que indica una concordancia leve. Este valor de
kappa fue estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0162), lo que sugiere que,
aungue la concordancia es baja, existe una asociacion estadisticamente significativa
entre la presencia de estas mutaciones y la resistencia al metronidazol. La
significancia estadistica respalda la relevancia de estas mutaciones como
marcadores de resistencia, aunque su utilidad practica podria ser limitada debido a
la baja concordancia observada. (Tabla N°5).

La evaluacién combinada de codones de terminacion prematura y otras mutaciones
en el gen rdxA mostrd una concordancia del 50.00% con la resistencia, con un valor
de kappa de 0.1678, lo que indica una concordancia leve. Este valor de kappa fue
estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0162), lo que sugiere que, aunque la
concordancia es baja, existe una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de estas mutaciones y la resistencia al metronidazol. La significancia
estadistica respalda la relevancia de estas mutaciones como marcadores de
resistencia, aunque su utilidad practica podria ser limitada debido a la baja

concordancia observada. (Tabla N°5).
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Se identificaron cambios de marco de lectura causados por mutaciones complejas,
presentes solo en cepas resistentes. En el ensamblado PER_UPCH_28, se encontrd
una mutacion frameshift c.41delA p.Asnl4fs, que eliminaba una adenina en la
posicion 41 del cDNA, provocando un cambio en el marco de lectura y resultando
en una proteina truncada (Anexo 47).

El ensamblado PER_UPCH_41 presentd dos mutaciones significativas: ¢.632G>A
p.Ter211Ter, que podria afectar el splicing del ARN mensajero, Yy
€.184 185delTTinsGTA p.Leu62fs, que causaba un desplazamiento del marco de
lectura y generaba un coddén de parada prematuro, produciendo una proteina
truncada (Anexo 48).

En el ensamblado PER_UPCH_50, se detect6 una mutacién compleja ¢.192dupA
p.GIn65fs, caracterizada por la duplicacion de una adenina en la posicion 192 del
cDNA, lo que provocaba un cambio en el marco de lectura y resultaba en una
proteina truncada y potencialmente no funcional (Anexo 49).

Por otro lado, se evaluaron las mutaciones presentes en el gen frxA que estaban
relacionadas con el mecanismo de resistencia a metronidazol. Los cambios en el
coddén V71, R38G, R38D, N111y C193S se presentaron en 15/32, 8/32, 8/32, 3/32
y 1/32 cepas resistentes, respectivamente, y en 8/18, 5/18, 2/18, 2/18 y 5/18 cepas
sensibles, respectivamente. El cambio en el codon A15 y R38E estuvo presente solo
en una cepa sensible, y la mutacién R38V, M149 y A152V se encontr6 solo en una

cepa resistente (Anexo 50).
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Por otro lado, se evaluo la relaciéon entre mutaciones especificas en el gen frxA
(R38, N111, M149, A152V, C193S, V7I) y el fenotipo de resistencia a un farmaco,
mostrando una concordancia muy baja con la resistencia, con un valor de kappa de
0.074, que no es estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.28). Esto indica que,
aunque estas mutaciones estan presentes en un porcentaje considerable de cepas
resistentes, no hay suficiente evidencia para concluir que esta combinacion de
mutaciones sea un marcador fiable de resistencia al metronidazol.Estos hallazgos
subrayan la necesidad de integrar mas marcadores genéticos para mejorar la
precision en la evaluacién de la resistencia, ya que la presencia de una mutacién
sola no es suficiente para confirmar resistencia ni su ausencia garantiza sensibilidad

(Anexo 45).

La evaluacion de la concordancia entre mutaciones en los genes frxA y rdxA y el
fenotipo de resistencia mostro una concordancia baja a moderada con la resistencia
al metronidazol, con un valor de kappa de 0.187 que es estadisticamente
significativo (Prob>Z = 0.0476). Esto indica que esta combinacion de mutaciones
es un marcador relativamente fiable de resistencia en el contexto evaluado. La
significancia estadistica respalda que la presencia de estas mutaciones esta asociada
con la resistencia al metronidazol, lo cual es importante para identificar cepas
resistentes.

En el estudio, se identificaron codones de parada prematura en la secuencia génica
de la proteina frxA, presentes exclusivamente en cepas resistentes. Los codones
Wa30fs, L54fs, P21fs y VV99fs se encontraron solo en cepas resistentes. Los codones

L39fs y L74fs estuvieron presentes en 16/32 y 3/29 cepas resistentes,
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respectivamente, y en 6/18 y 1/18 cepas sensibles. Por otro lado, los codones E35fs,
L63fs y W68fs se encontraron unicamente en cepas sensibles (Anexo 50).

Se evalud la concordancia entre la presencia de codones de terminacion prematura
en frxA (W30fs, L54fs, L39fs, P21fs, L63fs, W68fs, L74fs y V99fs) y el fenotipo
de resistencia a metronidazol, obteniendo una concordancia moderada con un valor
de kappa de 0.3220, estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0111). Esto sugiere
que esta combinacion de mutaciones es un marcador confiable de resistencia en el
contexto estudiado. La significancia estadistica respalda que la presencia de estas
mutaciones de terminacion estd efectivamente asociada con la resistencia al
metronidazol, lo cual es crucial para la identificacion de cepas resistentes.

La combinacion de mutaciones en frxA (R38, M149, A152V, VV71) junto con varias
mutaciones de terminacidn prematura (stop) en frxA (W30fs, L54fs, L39fs, P21fs,
L63fs, W68fs, L74fs y V99fs) muestra una concordancia muy baja con la
resistencia, con un valor de kappa de 0.1107, que no es estadisticamente
significativo (Prob>Z = 0.184). Esto indica que, aunque estas mutaciones estan
presentes en un porcentaje considerable de cepas resistentes, no hay suficiente
evidencia para concluir que esta combinacidn de mutaciones sea un marcador fiable
de resistencia al metronidazol. Se requiere mas investigacion para confirmar
cualquier posible asociacion.

Finalmente, se evalud la combinacién de mutaciones en los genes frxA y rdxA, que
incluye varias mutaciones de terminacién prematura (stop), muestra una
concordancia de baja a moderada con la resistencia al metronidazol, con un valor
de kappa de 0.187, estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0476). Esto sugiere

gue esta combinacion de mutaciones es un marcador relativamente confiable de
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resistencia en el contexto estudiado. La significancia estadistica apoya la asociacion
de estas mutaciones con la resistencia al metronidazol, lo cual es fundamental para

la identificacion y el tratamiento eficaz de cepas resistentes.
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Tabla N°6. Concordancia del perfil genotipo (frxA y rdxA) y fenotipico de resistencia a Metronidazol.

Acuer
do
Mecanis Acue |esper |Kap |Std. |Pro
mo Mutacion rdo |ado (pa |err. |b>Z
50.00|48.88 |10,02| 0,13{0,43
V7I % % 19 24| 43
42.00(43.28 |0,02| 0,10( 0,58
R38G % % 26 5( 51
48.00(41.60 |0,10| 0,09(0,11
R38D % % 96 3 93
34.00|36.56 |0,04 0,91
R38E % % 04| 0,03 1
Mutacio 38.00(36.56 | 0,02 0,22
nes R38V % % 27|/ 0,03| 4
s'mfp'eAs 54.00(50.00 0,13| 0,27
EnIrXA Ir3g % |% 0,08/ 58| 78
asociada
sala -
resisten 38.00/38.80 |0,01| 0,06|0,57
cia a N111 % % 31 66| 79
metroni 38.00/36.56 (0,02 0,22
dazol M149 % % 27| 0,03 43

77




38.00(36.56 (0,02 0,22
A152V % % 27| 0,03| 43
32.00(40.48 {0,14| 0,08| 0,95
C193s % % 25( 36| 58
Combin
acion de
mutacio
nes en
frxA
asociada
sala
resisten
ciaa
metroni 62.00(58.96 (0,07| 0,12
dazol  |R38/M149/A152V/V7I % |% 4| 71/0,28
38.00(36.56 (0,02 0,22
W30fs % % 27| 0,03| 43
38.00(36.56 (0,02 0,22
L54fs % % 27| 0,03| 43
34.00(36.56 (0,04 0,91
E35fs % % 04| 0,03 1
Codones
stop 56.00(48.32 |0,14| 0,13| 0,12
prematu L39fs % % 86| 04| 72
roen 38.00(36.56 (0,02 0,22
frxA P21fs % % 27| 0,03| 43
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34.00|36.56 | 0,04 0,91
L63fs % % 04| 0,03 1
34.00|36.56 | 0,04 0,91
W68fs % % 04| 0,03 1
40.00(38.24 {0,02| 0,05|0,31
L74fs % % 85| 96| 64
38.00(36.56 | 0,02 0,22
V99fs % % 27| 0,03| 43
Mutacio
nes en
rdxA+frx 68.00|60.64 |0,18| 0,11( 0,04
A R16 /G162 /M56/Y47C/P106/CA46T/G238A/V192/R38/M149/A152V/V7I % % 7 21| 76
Combin
acion de
stop en 68.00/52.80 |0,32| 0,14( 0,01
frxA W30fs/L54fs/L39fs/P21fs/L63fs/ W68fs/ L74fs/VI9fs % % 20 09| 11
Combin
acion de
mutacio
nes en
frxA
asociada
sala
resisten 64.00/59.52 |0,11| 0,12( 0,18
ciaa R38/M149/A152V/V71/W30fs/L54fs/L39fs/P21fs/L63fs/ W68fs/ L74fs/VI9fs % % 07 3 4

79




metroni
dazoly
codones
stop
prematu
ro frxA

Combin
acion de
mutacio
nes en
frxA'Y
rdxA
asociada
sala
resisten
ciaa
metroni
dazoly
codones
stop
prematu
roen
frxAy
rdxA

R16 /G162
/M56/Y47C/P106/C46T/G238A/V192/L33Ter/W52Ter/N73Ter/A206TerC/E75Ter/GIn65Ter/Q50Ter/Q65Ter/Q175Ter/R
38/M149/A152V/V71/W30fs/W30fs/E35fs/L39fs/P21fs/L63fs/ W68fs/ L74fs/V99fs

68.00
%

60.64
%

0,18

0,11
21

0,04
76

other
genes

N85D

50.00
%

55.60
%

0,12
61

0,14
01

0,81
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46.00(38.80 |0,11| 0,06| 0,03
A51V % % 76| 66| 85
38.00(36.56 (0,02 0,22
N118R % % 27( 0,03| 43
54.00|46.64 |0,13| 0,12| 0,13
N118H % % 791 35| 20
56.00(56.16 (0,00| 0,13]|0,51
H103Y % % 36| 90 05
44.00(43.84 |0,00| 0,10| 0,48
S121D % % 28| 85| 95
44.00|40.48 |0,05| 0,08( 0,23
T222A % % 91| 36| 97
66.00|61.20 |0,12| 0,10( 0,11
Q242K % % 37| 500 93
68.00(62.88 (0,13| 0,07|0,02
A51V/N118H/N118R/T222A/Q242K % % 791 17| 71
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Se evaluaron mutaciones en genes putativos asociados a la resistencia al
metronidazol. En la proteina RclC, la mutacion N85D se identifico en 14 de 18
cepas sensibles y en 21 de 38 cepas resistentes. En la proteina HP0370, la mutacion
/2651 se encontrd en una Unica cepa resistente. En la proteina HP918, la mutacion
A51V se presentd exclusivamente en cepas resistentes (5 de 32). No se observaron
cambios en la proteina RspU en ninguna de las cepas, sean resistentes o sensibles
(Anexo 50).

En la proteina Fur, se detectaron las mutaciones N118R y N118H en 14 de 32 cepas
resistentes y 5 de 18 cepas sensibles; la mutacion N118R se encontr6 solo en una
cepa resistente. En la proteina RecA, las mutaciones H103Y y S121D estuvieron
presentes en 23 de 32 y 9 de 32 cepas resistentes, respectivamente, y en 13 de 18 y
5 de 18 cepas sensibles, respectivamente. En el promotor de sodB, la mutacién A5C
se encontrd en 25 de 32 cepas resistentes y en 14 de 18 cepas sensibles. Finalmente,
en la proteina RibF, las mutaciones T222A y Q242K se presentaron en 6 de 32 y
30 de 32 cepas resistentes, respectivamente, y en 2 de 18 y 15 de 18 cepas sensibles,

respectivamente (Anexo 51).

V/.9.2.6. Resistencia a tetraciclina

La resistencia a la tetraciclina en H. pylori es menos comdn que en otras bacterias
y sus mecanismos moleculares no estan completamente explorados. Se sabe que las
mutaciones en el ARNr 16S en las posiciones 926 a 928 (coddén AGA) son las

principales responsables de esta resistencia. En nuestro estudio, no se encontraron
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mutaciones en estas posiciones en ninguna de las cepas, tanto resistentes como
sensibles (Anexo 52).

Asimismo, no se encontr6 la mutacion A939C en nuestros ensamblados con
fenotipo resistente y sensible. Esta mutacion se ha reportado en otros estudios en

aislados resistentes a este farmaco (Anexo 53).

VI.  DISCUSIONES

La resistencia antimicrobiana en H. pylori es un desafio creciente en Latinoamérica,
con altas tasas de resistencia a claritromicina, metronidazol y levofloxacino. En
Per(, las investigaciones indican tasas significativas de resistencia a varios
antibidticos, variando del 14% al 57% para amoxicilina, del 35% al 43% para
claritromicina, del 58% al 67% para metronidazol, y del 51% para quinolonas,
mientras que la resistencia a tetraciclina es baja (4%). Estos altos niveles de
resistencia se deben al uso de protocolos de tratamiento globales que no consideran
las particularidades locales, aumentando las fallas terapéuticas.

Aunque las pruebas fenotipicas mediante cultivo son el estandar para evaluar la
resistencia, su aplicacion en Per( es limitada debido a la complejidad del cultivo de
H. pylori. Las técnicas moleculares, como laPCR y la secuenciacion de amplicones,
han surgido como alternativas viables para identificar mutaciones asociadas a la
resistencia, aunque presentan limitaciones, incluyendo la incapacidad de detectar

todas las variantes estructurales complejas y la posibilidad de falsos negativos.

83



Para superar estos obstaculos, es crucial adoptar la secuenciacion del genoma
completo (WGS). Este método permite una exploracion exhaustiva de los
determinantes genéticos de la resistencia antibidtica, proporcionando una
comprension mas profunda que las técnicas tradicionales (Tuan et al., 2019; Lin et
al., 2023; Fernandez-Caso et al., 2023). Ademas, la comparacion de genomas de
cepas resistentes y sensibles facilita la identificacion de mecanismos de resistencia,
lo que puede guiar la eleccidn de terapias clinicas mas adecuadas (Saracino et al.,
2021).

En este estudio se secuenciaron 51 genomas completos de cepas de H. pylori
provenientes de pacientes del Hospital Cayetano Heredia y la Clinica Peruana
Cayetano Heredia. Estos genomas cuentan con una evaluacion completa de su perfil
fenotipico de susceptibilidad para los cinco antibiéticos: claritromicina,
amoxicilina, metronidazol, tetraciclina y levofloxacino. La resistencia mas
frecuente fue al levofloxacino, con un 84.31% de las cepas (N=43) mostrando
resistencia. Le siguieron el metronidazol con un 62.75% (N=32), la amoxicilina con
un 50.98% (N=26), la claritromicina con un 31.37% (N=16) y la tetraciclina con un
5.88% (N=3).

La secuenciacion de 51 genomas de H. pylori en pacientes del Hospital Cayetano
Heredia y la Clinica Peruana Cayetano Heredia utilizé la plataforma Illumina
MiSeq, produciendo lecturas paired-end de 150 a 300 pb. FastQC mostr6 puntajes
altos de calidad (Q > 30), con minima presencia de N por base y distribucion de GC
alineada con la tedrica. Trimmomatic elimind secuencias no deseadas,
confirmandose la alta calidad de las lecturas para analisis posteriores. La resistencia

mas frecuente fue al levofloxacino (84.31%), seguida de metronidazol (62.75%),
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amoxicilina (50.98%), claritromicina (31.37%) y tetraciclina (5.88%). Estos
resultados respaldan la idoneidad de la plataforma Illumina MiSeq para la
secuenciacion de H. pylori, permitiendo estudios detallados de resistencia
antimicrobiana y estructura poblacional. La base de datos de NCBI contiene méas
de 4,494 genomas de H. pylori, secuenciados principalmente con tecnologia
Illumina, contribuyendo a iniciativas globales de investigacion (Jiang et al., 2021;
Thorell et al., 2023).

Luego de verificar la calidad de las lecturas, se realizd un ensamblado de novo
utilizando el pipeline de Patric junto con las herramientas bioinforméticas de
Spades y Pilon, obteniendo 50 ensamblados de alta calidad de H. pylori. El
ensamblado de novo ha demostrado ser superior al basado en un genoma de
referencia para evaluar los determinantes genéticos relacionados con la resistencia
antimicrobiana (RAM) en H. pylori. Estudios previos han validado la eficacia del
ensamblaje de novo para identificar variantes genéticas relacionadas con la RAM,
mostrando mayor exactitud y fiabilidad. Especificamente, el ensamblaje de novo
permitio recuperar genes completos y mostrd una mejor congruencia con las
secuencias de referencia estandar, alcanzando un valor de Kappa de 1.0 y tasas de
verdaderos positivos (TP) y verdaderos negativos (TN) del 100% (p < 0.0001)
(Tshibangu-Kabamba et al., 2020).

En la evaluacion de la calidad de los ensamblados de H. pylori se observd una
variabilidad considerable en el nimero de contigs, desde 28 en PER_UPCH_1 hasta
940 en PER_UPCH_19. Un menor nimero de contigs sugiere ensamblados de
mayor calidad, mientras que un alto nimero indica ensamblados mas fragmentados

y de menor calidad. La calidad del ensamblado puede verse afectada por la calidad
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de las lecturas de secuenciacion, la cobertura del genomayy la eficiencia del software
de ensamblado (Gurevich et al., 2013).

El uso de Pilon mejord significativamente la calidad de los ensamblados al corregir
errores, cerrar brechas y arreglar ensamblajes incorrectos, reduciendo el niamero de
contigs y aumentando su longitud (Walker et al., 2014). Otros estudios también han
utilizado Pilon para mejorar los ensamblados de H. pylori, como la caracterizacion
de la cepa 444A y los genomas completos de las cepas vietnamitas CHC155 y
VN1291, demostrando su efectividad en obtener ensamblados mas precisos y
completos (Wilkinson et al., 2023; Phuc et al., 2023).

La longitud total del ensamblado es un indicador crucial de la calidad del
ensamblaje gendmico, ya que refleja la integridad y representatividad del genoma
(Gurevich et al., 2013). Un ensamblado que se aproxima al tamafio del genoma de
referencia de H. pylori (~1.6 Mbp) sugiere precision en el ensamblaje. En este
estudio, los tamafios de los genomas ensamblados variaron entre aproximadamente
1.63y 1.68 Mbp, indicando alta calidad y representatividad. Discrepancias menores
pueden deberse a diferencias en la calidad del ADN o la presencia de variantes
genéticas. Ensamblados significativamente menores pueden indicar incompletitud
o0 pérdida de informacion genética, mientras que ensamblados mas grandes pueden
capturar secuencias adicionales relevantes (Tomb et al., 1997; Wilkinson et al.,
2022).

Un caso particular fue el ensamblado PER_UPCH_19, con un tamafio de 2,792,222
pb, significativamente mayor que el genoma de referencia. Esto sugiere posibles
problemas como contaminacion, errores de secuenciacion o ensamblaje, o

elementos genéticos adicionales. Este ensamblado fue examinado mas
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detenidamente para identificar posibles errores del ensamblado y contaminacion

por otros elementos genéticos en las siguientes etapas (Gurevich et al., 2013)

La evaluacion del porcentaje de guanina-citosina (GC%) en los ensamblados de H.
pylori reveld varios aspectos criticos sobre la calidad y precision del ensamblado.
Los porcentajes de GC se alinearon estrechamente con el valor de referencia
(38.87%), lo que indica que los ensamblajes son representaciones precisas de la
composicion gendmica de H. pylori (Tomb et al., 1997; Ge & Taylor, 1998). Esta
concordancia es esencial, ya que discrepancias significativas en el contenido de GC
podrian sugerir errores en el ensamblado, como inclusion de secuencias
contaminantes o pérdida de fragmentos de ADN (Draper et al., 2017).

Se evalu6 la métrica del N50 en los ensamblados para determinar su calidad. El
N50 representa la longitud minima de un contig que abarca el 50% del genoma
ensamblado. Un valor elevado de N50 indica un ensamblado més continuo y de
mayor calidad, sugiriendo que contiene contigs mas largos y menos fragmentados
(Salzberg et al., 2012).

Los ensamblajes con los valores de N50 maés altos, como PER_UPCH_1 (192,703
bp), PER_UPCH_38 (143,833 bp), PER_UPCH_47 (136,220 bp), PER_UPCH_9
(128,097 bp) y PER_UPCH_23 (117,350 bp), mostraron una mayor contiguidad.
Estos resultados sugieren que las metodologias de ensamblaje fueron efectivas,
logrando ensamblar el genoma en fragmentos mas largos y reduciendo la
fragmentacion. Esta alta contigiiidad facilitd la anotacion de genes, el mapeo de
variantes genéticas y la exploracién de la organizacion estructural del genoma en

H. pylori (Daza et al., 2023; Aguilar-Bultet et al., 2015).
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Por otro lado, los ensamblajes con valores mas bajos de N50, como
PER_UPCH_ 19, PER_UPCH 24, PER_UPCH 25, PER UPCH 30 vy
PER_UPCH_37, indicaron una menor contigiidad en comparacion con aquellos
que presentaron valores de N50 maés altos. Los valores reducidos de N50 sugirieron
que los ensamblajes resultaron fragmentados. Esta fragmentacion fue evaluada con
mas detalle, asi como los resultados de los procesos de anotacion y Ilamados de
variantes, utilizando parametros estrictos para evitar la introduccion de falsos
positivos (Aguilar-Bultet et al., 2015).

Los valores de L50 también se evaluaron como una métrica crucial para la calidad
de los ensamblajes gendémicos de H. pylori. La mayoria de los ensamblados
gendmicos de H. pylori presentaron valores de L50 bajos, indicando que se necesitd
un namero reducido de contigs para cubrir el 50% del genoma. Esto sugiere buena
contigliidad y calidad en estos ensamblados, lo cual es crucial para analisis
gendmicos detallados y precisos (Salzberg et al., 2012; Gurevich et al., 2013).

Sin embargo, ensamblados con valores de L50 considerablemente mas altos, como
PER_UPCH_19, con el valor N50 maés bajo de 4,712 y un L50 de 164, indicaron
que se necesitd un numero significativamente mayor de contigs pequefios para
cubrir el 50% del genoma. Esto sugiere una menor contigiiidad y calidad en
comparacion con otros ensamblados del estudio. La menor contigiiidad pudo haber
sido resultado de problemas técnicos durante la secuenciacion o de limitaciones

inherentes a la técnica de ensamblaje (Aguilar-Bultet et al., 2015).

En seguido, se utilizd la herramienta CheckM2 para evaluar la completitud y la

contaminacion de los ensamblados genémicos de H. pylori, (Chklovski et al.,
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2023). Bajo los criterios, 45 ensamblados cumplieron con los requisitos,
demostrando una representacion casi total del genoma y una minima presencia de
material genético no deseado. En contraste, 6 ensamblados fueron identificados
como suboptimos debido a niveles elevados de contaminacion. En particular,
PER_UPCH_22, PER_UPCH_25, PER_UPCH_30 y PER_UPCH_8 presentaron
ligeros niveles de contaminacion, pero mantuvieron una completitud casi total. Esta
contaminacion puede indicar la presencia de secuencias derivadas de otras bacterias
o multiples cepas de H. pylori (Mehrotra et al., 2021).

Para investigar la causa de la contaminacion observada, se emple6 la herramienta
KrakenUniq. En el ensamblado PER_UPCH_22, el analisis reveld la presencia de
mdaltiples cepas de H. pylori, incluyendo H. pylori ELS37 y NY40. Similarmente,
PER_UPCH_25 mostré mdltiples linajes genéticos, destacAndose H. pylori ELS37
y NY40. PER_UPCH_30 también identificé multiples cepas, con H. pylori SIM180
y ELS37 entre las predominantes. En el ensamblado PER_UPCH_8, se detect6 una
notable diversidad de cepas, incluyendo H. pylori PeCan18 y Gambia94/24. Estos
hallazgos corroboran la teoria de que la contaminacion observada se debe a la

coexistencia de multiples cepas de la misma especie.

Por otro lado, el ensamblado PER_UPCH_19, que, a pesar de tener una completitud
del 100%, mostré una contaminacion excepcionalmente alta del 58.71. El analisis
de Kraken reveld una considerable diversidad genética, destacando cepas como H.
pylori ELS37 con 32 lecturas (12.45%), H. pylori SJIM180 con 22 lecturas (8.56%)

y H. pylori NY40 con 20 lecturas (7.78%), entre otras. Esta mezcla de cepas explica
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la alta contaminacién observada y subraya la importancia de considerar la
variabilidad intraespecifica en el estudio.

En un estudio de 42 borradores de genomas de otras cepas indias de H. pylori
presentado por Shetty et al. (2018), CheckM indic6 mas del 99% de integridad del
genoma, pero 12 cepas tuvieron contaminacion con porcentajes entre 0.05% vy
0.81%. Ocho cepas de H. pylori mostraron heterogeneidad, con una sola cepa
representando el 50% y las siete restantes una mezcla del 100% de multiples cepas.
En otros 70 genomas completos de H. pylori, CheckM2 revel6 integridad superior
al 99%, con 16 cepas teniendo entre 0.1% y 4.07% de contaminacion, y 11 genomas
con heterogeneidad de cepas entre el 50% y el 100%, indicando la presencia de
ADN de multiples cepas. Solo una cepa de H. pylori tuvo méas del 1% de
contaminacion. En un estudio reciente, Mehrotra et al. (2021) revelaron que los
genomas ensamblados de 12 aislamientos reportados tienen una cobertura del
genoma superior al 98%. Se detecté menos del 0.5% de contaminacién en 4 cepas,
y no se identificaron lecturas contaminantes en las 8 cepas restantes de H. pylori.
Se observo heterogeneidad en dos genomas ensamblados, con un 50% y 100%, y
una contaminacion muy baja de 0.41% y 0.2%, respectivamente.

La densidad de codificacion es un parametro crucial para evaluar la calidad de los
ensamblados gendmicos, ya que refleja la proporcion del genoma compuesta por
secuencias codificantes de proteinas. EI genoma de Helicobacter pylori tiene una
densidad de codificacion excepcionalmente alta, con mas del 90% de su genoma
constituido por secuencias codificantes, lo que refleja su naturaleza compacta y
adaptacion a su nicho gastrico especializado (Farnbacher et al., 2010). Todos los

ensamblados analizados mostraron una densidad de codificacion superior al 90%,
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indicando una organizacion optima del genoma y un alto porcentaje de secuencias
destinadas a genes codificantes, caracteristica tipica de genomas bacterianos
compactos y bien anotados, como los de H. pylori.

Las caracteristicas generales del genoma de H. pylori, incluyendo la longitud
promedio de las secuencias codificantes y la densidad de codificacion, son similares
entre diferentes cepas (Mobley et al., 2001). Por ejemplo, el genoma de la cepa
26695 tiene un cromosoma circular de 1,667,867 pares de bases y 1,590 secuencias
codificantes predichas (Tomb et al., 1997), mientras que la cepa HP14039 tiene
1,678,260 pares de bases con 1,574 genes codificantes (Lamichhane et al., 2019).
Para asegurar la integridad y calidad de los ensamblados genémicos de H. pylori,
se utilizd la herramienta BUSCO. En ensamblados con alta integridad, como
PER_UPCH 39, PER_UPCH 32, PER UPCH_10, PER_UPCH 23 'y
PER_UPCH_52, se observaron altos porcentajes de genes "Completo y en una sola
copia”, con valores entre el 83.06% y el 84.68%. Estos resultados destacan la
eficacia de las técnicas de secuenciacion y ensamblaje utilizadas, reflejando una
representacion precisa del genoma de referencia. La misma herramienta se utilizé
en el Proyecto Genoma de H. pylori (HpGP), donde los 1,011 ensamblajes
generados obtuvieron puntuaciones BUSCO superiores al 95%, considerado un
buen ensamblaje, independientemente del instrumento de secuenciacion PacBio
utilizado (Thorell et al., 2023).

En el ensamblado PER_UPCH_19, se observd una notable presencia de genes
"Completos y duplicados" (41.13%), sugiriendo posibles amplificaciones genéticas
o artefactos de ensamblaje. Esto concuerda con la evaluacion de la heterogeneidad

del ensamblado, que revel6 multiples cepas. Algunos contigs podrian albergar
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secuencias con alta identidad de diferentes cepas debido a la conservacion de la
secuencia. Los genes duplicados en H. pylori son principalmente proteinas de la
membrana externa (OMP), como homB y homA, implicados en la virulencia y la
aptitud bacteriana (Oleastro et al., 2009).

La evaluacion también reveld6 ensamblados con altos porcentajes de genes
"Fragmentado”, como PER UPCH 24, PER_UPCH_43, PER_UPCH_ 42,
PER_UPCH_19 y PER UPCH_ 28, lo que podria indicar problemas en el
ensamblaje o en la calidad del material genético. La fragmentacion es comdn en
bacterias patogenas y puede influir en su capacidad para transferir ADN y
desarrollar resistencia a antibioticos (Pérez Mendoza, 2004; Gonzalez & Jiménez,
2010). Ademas, ensamblados como PER_UPCH_24 y PER_UPCH_43 mostraron
mas del 12% de genes "Perdido", indicando deficiencias en la cobertura gendmica.
El remapeo de las lecturas al ensamblado de novo se realizd para validar la calidad
y precision del ensamblado. Un alto porcentaje de lecturas que se alinean
correctamente con el ensamblado indica que este es una representacion fiel del
genoma original, asegurando que no contiene errores significativos ni secuencias
contaminantes (Lischer & Shimizu, 2017). Este proceso permite no solo garantizar
una alta cobertura, es decir, cuantas veces cada base del ensamblado esta cubierta
por una lectura, sino también identificar variantes genéticas con mayor precision
(Biomedical Hub, 2019; Lischer & Shimizu, 2017).

La mayoria de los ensamblados (41) de H. pylori presentaron méas del 70% de
lecturas alineadas de manera Unica a una region del genoma, lo que indica alta
especificidad en el mapeo y confianza en la precision de estas regiones. Un

porcentaje de mapeo del 70% o superior refleja buena calidad de las secuencias y
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parametros de alineacion apropiados (Harvard Chan Bioinformatics Core, 2020).
Sin embargo, 24 ensamblados mostraron mas del 1% de lecturas alineadas en
multiples ubicaciones, sugiriendo la presencia de regiones repetitivas o similitudes
gendmicas significativas. Estas secuencias repetitivas, comunes en H. pylori,
pueden mediar variaciones de fase y regular la expresion de genes esenciales para
la colonizacion (Aberg et al., 2014; Saunders et al., 2005).

Todos los ensamblados evaluados superaron el umbral del 90% en la tasa de
alineacion total, asegurando que la mayoria de las lecturas contribuyeran
significativamente a la construccion del genoma y permitiendo un analisis detallado
y confiable (Crysnanto & Pausch, 2020; Harvard Chan Bioinformatics Core, 2020).
Tras evaluar la calidad del ensamblaje con Quast, CheckM2, Busco, densidad de
cobertura y mapeo de lecturas, se determind que 50 ensamblados eran Optimos,
excepto PER_UPCH_19, que no cumpli6 con los pardmetros minimos requeridos

(Manchanda et al., 2020; Mikheenko et al., 2023).

La anotacion de los 50 ensamblados 6ptimos de H. pylori se realizé utilizando Bakta
y la base de datos UniRef de UniProt, asegurando alta sensibilidad y especificidad
en la anotacién gendmica. La densidad de codificacion en los ensamblados vario6
entre 85% y 92%, excepto en PER_UPCH_24, que presentd una densidad del
79.9%, sugiriendo posibles problemas de ensamblaje o secuencias no codificantes
extensas (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Kawahara et al., 2011; Pop &
Salzberg, 2008).

Se evaluaron parametros como la longitud del ensamblado, la proporcién de bases

'N', el contenido de GC, la densidad de codificacion, el nimero de CDSs, y la
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presencia de genes de ARNt, ARNm y ARNTr. La mayoria de los ensamblados
presentaron entre 36 y 38 ARN, valores tipicos para H. pylori, con variabilidad
reflejando adaptaciones genéticas (Dundon et al., 1999; Kanaya et al., 1999). Todos
los ensamblados contenian un tmRNA, crucial para la trans-terminacion de
ribosomas bloqueados y la respuesta al estrées celular (Keiler, 2008).

El nimero de rARNs fue consistente con tres rARNs en todos los ensamblados,
reflejando la estructura gendmica tipica de H. pylori (lost et al., 2019; Marais et al.,
1999; Salama et al., 2000). Ninguno de los ensamblados presentd arrays CRISPR,
alineandose con reportes previos sobre H. pylori (Smeets & Kusters, 2002).

El nimero de CDSs vari6 entre 1449 y 1678, reflejando una estructura genémica
conservada, con variabilidad debido a recombinacion y transferencia horizontal de
genes (HGT) (Baltrus et al., 2009; Falush et al., 2003). La cantidad de pseudogenes
fluctu6 entre 6 y 16, indicando dinamica evolutiva y adaptacion a diferentes
ambientes (Kuo & Ochman, 2010; Aras et al., 2003). EI nimero de proteinas
hipotéticas varié de 11 a 97, con la mayoria entre 20 y 50, dificultando la
comprension completa de la biologia de H. pylori (Park et al., 2012).

La resistencia antimicrobiana a la claritromicina en Peri ha mostrado cifras
alarmantes. La prevalencia de resistencia de H. pylori varia significativamente entre
antibidticos. Para amoxicilina, la resistencia en pacientes fue del 14% y en muestras
alcanzd el 57%. La claritromicina mostro una resistencia del 43% en pacientes y
del 35% en muestras. Para el metronidazol, la resistencia fue del 58% en pacientes
y del 67% en muestras. Las quinolonas presentaron una resistencia del 5len
pacientes y del 55% en muestras. La resistencia a tetraciclina fue baja, reportandose

un 4% en muestras (Villavicencio et al., 2022).
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En Perd, como en otros paises latinoamericanos, no existen directrices oficiales
basadas en la epidemiologia local para el tratamiento de H. pylori. Dados los
umbrales de las tasas de resistencia propuestos por el Informe de Consenso V de
Maastricht, los informes recientes sugieren que, idealmente, la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana deberia realizarse antes del tratamiento y los
tratamientos empiricos basados en tres o cuatro farmacos deberian abandonarse
(Malfertheiner et al., 2017).

Para identificar posibles mecanismos moleculares de resistencia antimicrobiana
(RAM), se analizaron los datos de secuenciacion del genoma completo (WGS) de
H. pylori mediante la plataforma Illumina. Al no detectar plasmidos en nuestros
aislados, confirmamos que todos los determinantes de resistencia estan codificados
en el genoma bacteriano. Utilizamos un enfoque basado en WGS para descubrir
variantes en genes relacionados con la RAM, permitiendo identificar posibles
marcadores moleculares para cada antibidtico. Esto puede ser usado en el desarrollo
de pruebas moleculares de resistencia antimicrobiana en H. pylori. Se midio la
eficacia de la deteccion molecular de resistencia y se estimé la concordancia
fenotipo-genotipo utilizando las mutaciones asociadas a la resistencia a
claritromicina, levofloxacina, amoxicilina y metronidazol.

Primero, utilizamos la herramienta bioinformatica RGI (Resistance Gene Identifier)
para identificar genes de resistencia a antimicrobianos en secuencias genémicas de
H. pylori. Se reveld una presencia significativa de variantes mutadas en los genes
pbpl y pbp2 en todos los ensamblados, codificando las proteinas de union a
penicilina (PBP1 y PBP2). Estas mutaciones reducen la afinidad del antibiético,

resultando en resistencia bacteriana (Alcock et al., 2023). Estudios previos
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identificaron mutaciones en pbp como un mecanismo comun de resistencia a los
antibidticos betalactdmicos en H. pylori (Mégraud, 2004; Gerrits et al., 2006;
Rimbara et al., 2008; Tshibangu-Kabamba et al., 2020).

La presencia del gen pbp3 en varios ensamblados (PER_UPCH_37,
PER_UPCH_45, PER_UPCH_18, PER_UPCH_26) sugiere una adaptacion para
modificar PBP3 y reducir la afinidad por la amoxicilina, confiriendo resistencia a
cefalosporinas y cefamicinas (Calvo y Martinez, 2009).

Se identificaron mutaciones especificas en el gen gyrA en 37 ensamblados,
asociadas con la resistencia a las fluoroquinolonas. Estas mutaciones afectan la
ADN girasa, un objetivo principal de las fluoroquinolonas. Estas mutaciones alteran
la estructura de la ADN girasa y modifican el sitio de union de la rifampicina en la
ARN polimerasa, impidiendo su accion inhibitoria (Heep et al., 2000; Lauener et
al., 2019; Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Miyachi et al., 2006).

El gen hp1181 estuvo presente en 51 ensamblados, mientras que el gen ARNr 23S
fue identificado en 49 ensamblados con mutaciones asociadas a la resistencia a la
claritromicina. El gen hp1181 codifica una translocasa de la familia de bombas de
eflujo de la superfamilia de facilitadores mayores (MFS), involucrada en la
resistencia antimicrobiana mediante el eflujo activo de antibidticos fuera de la
célula bacteriana (Falsafi et al., 2016; Li et al., 2016). Las mutaciones en hp1181
se han asociado con la resistencia a fluoroquinolonas y tetraciclina, sugiriendo que
este gen podria estar involucrado en mecanismos de eflujo o alteraciones en las
dianas del antibi6tico (Miyachi et al., 2006). Este mecanismo es una estrategia clave
de H. pylori para sobrevivir frente a maltiples clases de antibidticos, contribuyendo

tanto a su resistencia intrinseca como adquirida (Fernandez-Caso et al., 2023).
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Por otro lado, estudios previos han demostrado que las mutaciones en el gen ARNr
23S son un mecanismo bien establecido de resistencia a la claritromicina en H.
pylori. Las mutaciones mas comunes asociadas con esta resistencia son las
transiciones A2142G y A2143G, que provocan cambios conformacionales en el
sitio de union, reduciendo la afinidad del ribosoma por la claritromicina y, por lo
tanto, su eficacia inhibidora. Estos cambios son altamente prevalentes en cepas
resistentes y son un indicador importante de resistencia antimicrobiana (Liu et al.,

2022; Mégraud, 2004).

Las mutaciones en los genes frxA y rdxA, encontradas en 38 y 48 ensamblados
respectivamente, indican resistencia al metronidazol, otro antibidtico clave en el
tratamiento de H. pylori. Estudios previos demostraron que las mutaciones en frxA,
que codifica una proteina reductasa, y en rdxA, que codifica una oxidorreductasa,
inactivan estas enzimas, disminuyendo la capacidad del metronidazol para ser
reducido a su forma activa, resultando en resistencia (Goodwin et al., 1998). Gerrits
et al. (2002) identificaron que la pérdida de funcion en rdxA es un mecanismo
principal de resistencia al metronidazol. La prevalencia de estas mutaciones subraya
la adaptabilidad de H. pylori y la necesidad de continuar investigando estos
mecanismos para mejorar las estrategias de tratamiento.

La resistencia de H. pylori a la claritromicina, un antibiotico de primera linea, es un
problema creciente en varios paises, incluyendo Per( (Guzman et al., 2019). En este
estudio, se utiliz6 WGS para evaluar estas mutaciones. Se investigaron variaciones

en las posiciones 2142y 2143, conocidas por conferir resistencia a la claritromicina.
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Se analizaron 16 cepas resistentes y 34 cepas sensibles, identificando 91 variantes
en el ARNr 23S. Las mutaciones en las posiciones 2142 y 2143 fueron
predominantes en las cepas resistentes, encontrandose en 7 de 16 cepas en la
posicion 2142 y en 5 de 16 cepas en la posicion 2143.

Estos hallazgos coinciden con otros estudios que identificaron estas mutaciones
como claves en la resistencia a la claritromicina. Un estudio en pacientes sudaneses
encontro las mutaciones A2142G y A2143G en cepas resistentes, confirmando su
asociacion con la resistencia (Albasha et al., 2021). Otro estudio utilizando WGS
también identificO estas mutaciones en cepas resistentes, reforzando su validez
como marcadores de resistencia (Chen et al., 2018).

En un estudio con 431 pacientes infectados por H. pylori, se identificaron las
mutaciones A2142G, A2142C, A2143G y A2143C como clinicamente
significativas para la resistencia a la claritromicina, siendo A2143G la més
prevalente (Seo et al., 2019). En América Latina, varios estudios han observado una
alta prevalencia de estas mutaciones en el gen ARNr 23S asociadas con resistencia
a claritromicina. En México, un estudio de WGS encontrd estas mutaciones en
cepas resistentes de H. pylori, indicando que estas posiciones son cruciales para la
resistencia (Camorlinga-Ponce et al., 2021). Otro estudio en América Latina reportd
la prevalencia de estas mutaciones en varias poblaciones, subrayando su relevancia
clinica y epidemioldgica (Ha et al., 2018).

En el estudio, se evalud la concordancia entre el perfil de resistencia fenotipico y la
presencia de la mutacion A2142G en el gen ARNr 23S, obteniendo un coeficiente
kappa de 0.5140, lo que indica una concordancia moderada y significativa

(Prob>Z=0). El acuerdo entre los métodos fue del 82%, mayor que el acuerdo

98



esperado por casualidad del 62.96%. Esto refuerza la validez de la mutacion
A2142G como marcador de resistencia.

Estos hallazgos coinciden con otros estudios sobre la mutacion A2142G como
marcador de resistencia. Por ejemplo, un estudio en Corea encontrd la mutacién
A2142G en un numero significativo de cepas resistentes a claritromicina,
reportando un kappa de 0.61, indicando una alta concordancia moderada (Iwamoto
et al., 2014). Un estudio en China reportd un kappa de 0.62 utilizando DPO-PCR,
subrayando la fiabilidad de este marcador (Kim et al., 2023). Ademas,
investigaciones han demostrado que las mutaciones en las posiciones 2142 y 2143
del ARNr 23S son clinicamente significativas para la resistencia a claritromicina en
varias poblaciones, incluyendo Corea y otros paises asiaticos (Gong et al., 2020).
Un estudio europeo encontr6 una concordancia del 99% entre las mutaciones
detectadas por secuenciacion de genoma completo y el fenotipo de resistencia a
claritromicina, reforzando la validez del uso de la mutacion A2142G como
marcador fiable (Kim et al., 2023). Otro estudio utilizando secuenciacion de
genoma completo identificod mutaciones en todas las cepas resistentes, confirmando
la fuerte asociacion entre la mutacion A2142G vy la resistencia a claritromicina
(lwamoto et al., 2014).

La evaluacidn de la concordancia entre el fenotipo de resistencia a claritromicina y
la presencia de la mutacion A2143G en H. pylori revel6 un coeficiente kappa de
0.2981, indicando una concordancia débil. Aunque existe una relacion entre la
mutacion y la resistencia, esta no es fuerte, sugiriendo la influencia de otros
factores. La significancia estadistica de estos resultados (p=0.0079, Z=2.41)

confirma que la concordancia observada es real y no producto del azar.
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Este hallazgo es consistente con estudios previos que han encontrado que la
resistencia a la claritromicina en H. pylori es multifactorial y que la mutacion
A2143G, aunque importante, no es el Unico determinante (Marques et al., 2020;
Sugimoto et al., 2009; Albasha et al., 2021; Losurdo et al., 2020). Otros estudios
han reportado una fuerte correlacion entre la mutacion A2143G y la resistencia a la
claritromicina, con coeficientes kappa significativamente mayores. Por ejemplo, un
estudio en Japon reportd una concordancia del 90% y un coeficiente kappa de 0.85,
sugiriendo una fuerte asociacion entre la mutacién y el fenotipo de resistencia
(Kobayashi et al., 2007). Estas discrepancias podrian deberse a diferencias en las
poblaciones estudiadas, métodos de deteccion o variaciones en las cepas de H.
pylori.

La evaluacion de la concordancia entre las mutaciones A2143G o A2142G vy el
fenotipo de resistencia a la claritromicina es fundamental para comprender como
estas variaciones genéticas contribuyen a la resistencia a los antibiéticos. Nuestro
estudio mostré un alto grado de acuerdo del 88.00% y un coeficiente kappa de
0.7148, indicando una concordancia sustancial. Estos resultados, respaldados por
una estadistica Z de 5.08 y un valor p de 0.0000, confirman que la relacién
observada no es producto del azar y supera significativamente el acuerdo esperado
por casualidad del 57.92%. La evaluacion de estas mutaciones como marcadores de
resistencia a la claritromicina mostro alta efectividad en la identificacion del
fenotipo resistente.

Nuestros resultados concuerdan con estudios previos que han confirmado la fuerte
correlacion entre las mutaciones A2143G y A2142G vy la resistencia a la

claritromicina. Por ejemplo, Camorlinga-Ponce et al. (2021) encontraron una
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concordancia sustancial entre estas mutaciones y el fenotipo de resistencia en cepas
mexicanas de H. pylori, con un coeficiente kappa de 0.69. Farzi et al. (2019)
analizaron cepas de varias regiones del mundo, confirmando que estas mutaciones
se asocian fuertemente con la resistencia, con coeficientes kappa superiores a 0.7
en la mayoria de las regiones. Tshibangu-Kabamba et al. (2020) también reportaron
una concordancia significativa en cepas aisladas en Africa y Asia.

En Perd, Chu et al. (2020) reportaron una razén de prevalencia (RP) de 3.4 para la
mutacion A2143G (IC 95%: [2.6-4.5], p<0.001) y una RP de 3.7 para la mutacion
A2142G (IC 95%: [2.9-4.7], p<0.001), basandose en un andlisis bivariado
utilizando un modelo de regresion de Poisson. Estos resultados sugieren que el
genotipado del ARNr 23S puede ser recomendado para la deteccion de resistencia a
claritromicina en cepas de H. pylori en nuestra comunidad.

Ademas, se evaluaron mutaciones adicionales que estan en estudio por su relacion
con la resistencia a la claritromicina. En las cepas fenotipicamente sensibles, se
detectaron las mutaciones G1940A en 2 de 34 cepas, G1959A en 1 de 34 cepas y
T2182C en 5 de 34 cepas. En las cepas resistentes, se identificaron las mutaciones
C1944T en 1 de 16 cepas, T1965C en 1 de 16 cepas y T2182C en 2 de 16 cepas.
Ademas, la mutacion T2243C se encontré en todas las cepas resistentes. Estas
observaciones coinciden con estudios previos que han reportado la presencia de la
mutacion T2182C en cepas resistentes, aunque no de manera exclusiva, sugiriendo
su posible rol en la resistencia a la claritromicina (Ayas et al., 2024; Guzman, 2016).
Un estudio en Sudan también identificd la mutacion T2182C en varias muestras
resistentes a claritromicina, reforzando su implicancia en los mecanismos de

resistencia de H. pylori (Albasha et al., 2021).
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Las mutaciones G1940A y G1959A, aunque menos frecuentemente reportadas,
junto con C1944T y T1965C, han sido identificadas en cepas resistentes, sugiriendo
un papel potencial en mecanismos especificos de resistencia que requieren mas
investigacion (Gong et al., 2020). Estos estudios subrayan la importancia de las
mutaciones en el gen ARNr 23S y su relacion con la resistencia a la claritromicina
en H. pylori. La comprension detallada de estos mecanismos y la identificacion de
nuevas mutaciones relevantes son areas cruciales de investigacion para mejorar las
estrategias de tratamiento y manejo de esta infeccion resistente (Ayas et al., 2024).
Ademaés, se evaluaron genes putativos relacionados con la resistencia a la
claritromicina, como infB y rpl22, sin encontrar mutaciones en estas secuencias.
Este hallazgo es relevante, ya que estos genes podrian servir como marcadores
moleculares en futuros estudios para determinar su contribucion a la resistencia a
la claritromicina. Investigaciones previas han sugerido que ciertas mutaciones en el
gen infB, como la G160A, pueden estar asociadas con una mayor tolerancia a la

claritromicina en H. pylori (Zanotti & Cendron, 2019; Binh et al., 2014).

La ausencia de mutaciones en dos cepas fenotipicamente resistentes sugiere que
otros mecanismos de resistencia, como las bombas de eflujo, las formas cocoides y
la formacion de biopeliculas, podrian estar contribuyendo a la resistencia a la
claritromicina. Este resultado es consistente con estudios previos que han
demostrado que las bombas de eflujo y las biopeliculas juegan un papel crucial en
el desarrollo de la resistencia a los antibi6ticos en H. pylori. Por ejemplo, se ha
informado que las bombas de eflujo pueden contribuir significativamente a la

resistencia a la claritromicina, incluso en presencia de mutaciones en el gen ARNr
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23S (Ayas et al., 2024; Park et al., 2023). Ademas, la formacion de biopeliculas ha
sido reconocida como un mecanismo importante que protege a las bacterias de la
accion de los antibidticos, lo cual puede explicar la resistencia observada en las
cepas que no presentan mutaciones especificas (Gong et al., 2020). Estos hallazgos
refuerzan la necesidad de continuar investigando no solo las mutaciones especificas
en genes como el ARNr 23S, sino también otros posibles mecanismos y genes
involucrados en la resistencia a los antibi6ticos. La comprensién detallada de estos
mecanismos permitird desarrollar estrategias de tratamiento mas efectivas y
personalizadas para combatir la resistencia de H. pylori a la claritromicina,
mejorando asi las tasas de erradicacion y reduciendo la incidencia de fracasos

terapéuticos.

La resistencia a levofloxacino en H. pylori se debe principalmente a mutaciones en
codones especificos dentro y fuera de la regidn determinante de la resistencia a las
quinolonas (QRDR) de los genes gyrA y gyrB, que codifican las subunidades A 'y
B de la ADN girasa (Moore et al., 1995; Tankovic et al., 2003). Especificamente,
se han identificado intercambios de aminoacidos N871, N87K y N87T en el coddn
87,y DI91Y, D91N y D91G en el codén 91. Estas mutaciones alteran la estructura
y funcion de la enzima ADN girasa, impidiendo que las quinolonas se unan
eficazmente y ejerzan su efecto bactericida.

En nuestro estudio, se identificaron varias variantes genéticas en 43 cepas
resistentes a levofloxacino. Las frecuencias de las mutaciones en gyrA fueron:
N87K (18/100), N87I (26/100), N87T (5/100), DILY (7/100), D91G (21/100) y

D91N (19/100). Ademas, 12/43 de las cepas resistentes presentaron una extension
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N-terminal de GyrA (QDNSV) y 6/43 no presentaron ninguna mutacion en QRDR.
En cepas sensibles, 5/8 no presentaron variantes, mientras que 1/8 presentaron
N87T, 1/8 presentaron N871y 3/8 presentaron la extension QDNSV.

Estudios en Nepal, Brasil y Colombia han encontrado mutaciones similares. En
Nepal, se identificaron mutaciones N871 y D91N en cepas resistentes. En Brasil, el
83.3% de las mutaciones ocurrieron en el codén 87 y el 16.7% en el codon 91. En
Colombia, Trespalacios y colaboradores reportaron mutaciones N871, D91N y
N87K en cepas resistentes, siendo N871 la mas comun. Estos estudios confirman la
importancia de las mutaciones en los codones 87 y 91 de gyrA en la resistencia a
levofloxacino (Miftahussurur et al., 2016; Vianna et al., 2018; Egli et al., 2020;
Trespalacios-Rangél et al., 2016).

La evaluacion de la concordancia entre las mutaciones N87K 'y N871 en el gen gyrA
y el fenotipo de resistencia a levofloxacino mostr6 baja concordancia, con
coeficientes kappa de 0.0602 para N87K y 0.0396 para N871, ninguno de los cuales
fue estadisticamente significativo. Estudios previos han indicado que ciertas
mutaciones en el gen gyrA son indicadores de resistencia, pero no estan presentes
en todas las cepas resistentes. De Francesco et al. (2010) identificaron la mutacién
N87K como un marcador de resistencia en un subgrupo especifico de cepas
resistentes a levofloxacino, sugiriendo que la resistencia en H. pylori puede
involucrar multiples mecanismos. Un estudio en Colombia encontrd la mutacion
N87K en solo el 11.3% de las cepas resistentes a levofloxacino, mientras que en
Polonia se observd una alta prevalencia de esta mutacidén en cepas resistentes,

aunque con variabilidad en otras mutaciones del gen gyrA.
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La mutacion N871 mostr6 una baja concordancia no significativa con el fenotipo de
resistencia (p=0.2582). Cambau et al. (2009) encontraron que N87I estaba asociada
con la resistencia a levofloxacino en H. pylori, pero no en todas las cepas
resistentes, reflejando la heterogeneidad genética de la bacteria. En Bogota,
Colombia, N871 era prevalente en el 43.8% de las cepas resistentes, pero también
se encontraron cepas resistentes sin mutaciones en gyrA, sugiriendo otros
mecanismos de resistencia. Un estudio en Senegal también reportd que N87I era
comun en cepas resistentes, pero no en todas, subrayando la necesidad de considerar
multiples mutaciones para un diagndstico mas preciso.

La mutacién N87T muestra una baja concordancia con el perfil fenotipico de
resistencia a levofloxacino, con un coeficiente kappa de -0.0284. La baja
concordancia, con un valor p de 0.8402, indica que esta mutacién no esta presente
en todas las cepas resistentes. Un estudio de Rimbara et al. (2012) también encontr6
gue N87T no estaba significativamente asociada con la resistencia a levofloxacino,
confirmando que no debe ser considerada un marcador fiable para esta resistencia.
La evaluacion de la concordancia entre las mutaciones D91G y D91N en el gen
gyrA'y el fenotipo de resistencia a levofloxacino revel6 una concordancia muy baja,
con coeficientes kappa de 0.0690 y 0.0602, respectivamente, ninguno de los cuales
fue estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0907 para D91G y Prob>Z = 0.1065
para D91N), sugiriendo que la concordancia observada podria ser aleatoria.
Estudios previos, como el realizado en Bogota, Colombia (2009-2014), y analisis
de secuenciacion en China y Republica del Congo, identificaron la mutacién D91G
como significativamente asociada con la resistencia a levofloxacino, pero no

universal en todas las cepas resistentes. De manera similar, la mutacién D91N,
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aungue presente en cepas resistentes, no es el Gnico determinante de resistencia.
Lauener et al. (2019) encontraron que D91N no es estadisticamente significativa
como marcador Unico de resistencia. Rimbara et al. (2012) reportaron que las cepas
con DI91N presentaban niveles mas bajos de resistencia en comparacién con
mutaciones en la posicion 87.

En conclusidn, estos estudios subrayan la necesidad de un enfoque multifacético en
la identificacion de resistencia a levofloxacino en H. pylori, combinando varios
marcadores genéticos para mejorar la precision diagnostica y abordar la
variabilidad genética. Para ello, se evalué la concordancia de la presencia de
cambios en las posiciones 87 y 91 con el perfil de susceptibilidad antimicrobiana.
El anlisis de la concordancia entre las mutaciones N871, N87K, D91G, D91N vy
DI1Y en el gen gyrAy el perfil fenotipico mostr6 una concordancia moderada, con
un valor de kappa de 0.5110, sugiriendo una mejora en la deteccion de cepas
resistentes. El valor de significancia para esta combinacion de mutaciones es
0.0001, confirmando que la concordancia observada es estadisticamente
significativa.

Saranathan et al. (2020) encontraron una fuerte concordancia entre las mutaciones
en el gen gyrA y la resistencia fenotipica a levofloxacino, con un coeficiente de
kappa de 0.9 (95% ClI, 0.77 a 1.0), indicando una concordancia casi perfecta. Zhou
et al. (2022) también reportaron una concordancia casi perfecta, con un coeficiente
de kappa de 0.833 (95% ClI, 0.693 a 0.973), una sensibilidad del 89.66% y una
especificidad del 92.86%, apoyando la fiabilidad de las mutaciones en los codones

87 y 91 como marcadores de resistencia. Hu et al. (2023) destacaron una buena
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concordancia entre las mutaciones en estos aminoacidos y la resistencia fenotipica,
con un coeficiente kappa de 0.830.

Lauener et al. (2019) encontraron que las mutaciones N871, N87K, D91G, D91N y
D91Y estaban significativamente asociadas con la resistencia a levofloxacino,
mostrando alta especificidad y sensibilidad (98% y 100%, respectivamente), con
una congruencia significativa del 99% entre las mutaciones identificadas y el perfil
fenotipico de resistencia. Vo Phuoc Tuan et al. (2019) investigaron la relacion entre
las mutaciones en los codones 87 y 91 y el perfil fenotipico, encontrando que el
83.3% de las cepas resistentes tenian mutaciones en estos codones, y que las cepas
con mutaciones mostraron CIM significativamente mas altas. La concordancia fue
sustancial, con un coeficiente kappa de 0.73, una sensibilidad del 83.3% y una
especificidad del 100%.

Estos hallazgos refuerzan que las mutaciones en los codones 87 y 91 del gen gyrA
son buenos indicadores de resistencia a levofloxacino, proporcionando una
herramienta Gtil para predecir la resistencia fenotipica a levofloxacino en H. pylori.
Ademas, se identificaron aislados de H. pylori con mutaciones fuera del dominio
QRDR, encontradas tanto en cepas sensibles como resistentes a levofloxacino (Lin
et al., 2023). Entre las cepas resistentes, se hallaron mutaciones V1721, D161N,
V199A y V199M, mientras que en las cepas sensibles, la mutacién V199A fue
comun.

Las mutaciones V199A y V199M mostraron baja concordancia con el perfil
fenotipico de resistencia (kappa = -0.0748 y 0.0066, respectivamente), indicando

baja capacidad predictiva. Esto es consistente con estudios que sugieren que estas
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mutaciones fuera del QRDR no contribuyen significativamente a la resistencia
(Tshibangu-Kabamba et al., 2020).

Las mutaciones en el gen gyrB son menos comunes que en gyrA y su papel en la
resistencia a levofloxacino sigue investigandose (Dascdlu et al., 2023). En este
estudio, se encontraron mutaciones D481E y R579C en cepas resistentes. Estudios
previos han mostrado que mutaciones dobles en gyrB y gyrA aumentan la
resistencia (Chung et al., 2012; Binkowska et al., 2018).

La combinacién de mutaciones en gyrA 'y gyrB mostr6 una concordancia moderada
con la resistencia fenotipica (kappa = 0.5979, Prob>Z = 0.0). Tshibangu-Kabamba
et al. (2020) reportaron alta concordancia (kappa = 0.828) al considerar mutaciones
en QRDR de ambos genes, mientras que Saranathan et al. (2020) encontraron una
concordancia excelente (kappa = 0.9), apoyando la utilidad de estas mutaciones
para predecir la resistencia.

La resistencia a amoxicilina en H. pylori esta asociada con mutaciones en genes que
codifican proteinas fijadoras de penicilina (PBP), como pbplA, pbp2, pbp3y pbp4.
Estas mutaciones afectan los motivos de union a penicilina (SXXK, SXN y KTG)
y reducen la afinidad por el antibidtico.

Las mutaciones S414R, T556S y N562Y mostraron baja concordancia con el perfil
fenotipico de resistencia a amoxicilina, con coeficientes kappa muy bajos (0.0370,
-0.0433, y 0.0741 respectivamente). Estudios previos indican que estas mutaciones,
aunque presentes en algunas cepas resistentes, no son buenos marcadores
predictivos por si solas (Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Rimbara et al., 2008;

Fauzia et al., 2023; Tran et al., 2022).
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En el estudio de Tshibangu-Kabamba et al. (2020), la mutacién S414R se encontrd
en el 5.7% de los aislados resistentes a amoxicilina, mostrando una relacion no
significativa con el fenotipo de resistencia (p = 0.116). La mutacion T556S se
identifico en el 8.6% de los aislados resistentes, demostrando una relacion
significativa con la resistencia (p = 0.038). Aunque T556S no es un buen predictor
de resistencia por si sola, su presencia junto con otras mutaciones puede indicar un
perfil de resistencia mas complejo y multifactorial.

Rimbara et al. (2008) identificaron la mutacion N562Y en cepas resistentes a
amoxicilina junto con otras mutaciones en PBP1, contribuyendo a una alta
resistencia. Sin embargo, N562Y por si sola no es suficiente para conferir
resistencia significativa, alineandose con nuestra observacion de su baja
sensibilidad y capacidad predictiva. Estudios en Bangladesh (Fauzia et al., 2023) y
Vietnam (Tran et al., 2022) también confirmaron la asociacion significativa de
N562Y con la resistencia a amoxicilina. Aunque N562Y puede garantizar la
ausencia de resistencia cuando no esta presente, no es efectiva para identificar todas
las cepas resistentes, disminuyendo su valor predictivo clinico.

La mutacion en la posicion 993 del motivo PBP1A mostrd baja concordancia
(kappa = 0.0916) lo que causa capacidad limitada para predecir resistencia a
amoxicilina. En el estudio de Tuan et al. (2019), se evaluaron variantes en el gen
pbplA de 5 cepas resistentes y 48 cepas susceptibles a amoxicilina, identificando
45 variantes. Las mutaciones T593A/G/K mostraron una asociacion significativa
con la resistencia (p = 0.005), pero también se encontraron en cepas susceptibles,
lo que indica que no son exclusivas de las cepas resistentes. El estudio de

Tshibangu-Kabamba et al. (2020) encontr6 que T593A estaba en el 62.9% de las
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cepas resistentes y en el 28.4% de las cepas sensibles, sugiriendo una posible
asociacion con la resistencia. Sin embargo, otras mutaciones en la misma posicion
no diferenciaron claramente entre cepas resistentes y sensibles. Estos resultados
indican que, aunque las mutaciones T593A/G/K estan asociadas con la resistencia,
no son suficientes para predecir con precision el fenotipo resistente. Se necesita
considerar otros factores genéticos y mecanismos adicionales para entender
completamente la resistencia a amoxicilina en H. pylori.

Las mutaciones en las posiciones 414, 556, 562 y 593, adyacentes a los motivos
conservados SKN402-404 y KTG555-557 de la PBP1A, son determinantes clave
en la resistencia a la amoxicilina en H. pylori. Estos cambios disminuyen la afinidad
de la PBP1A por la amoxicilina, permitiendo la supervivencia bacteriana en
presencia del antibiético (Guindo et al., 2022; Gerrits et al., 2006).

El estudio de Tshibangu-Kabamba et al. (2020) mostré una concordancia casi
perfecta (kappa = 0.842; p < 0.0001) entre la susceptibilidad fenotipica y las
mutaciones en el gen pbplA. La prueba de susceptibilidad genotipica a amoxicilina
basada en mutaciones del gen pbplA mostr6 un indice de Youden, sensibilidad y
especificidad de 0.8136, 82.9% y 98.5%, respectivamente.

En resumen, la presencia de las mutaciones S414R, T556S, N562Y y T593A/G/K/S
mejora la prediccion de la resistencia fenotipica a la amoxicilina en comparacion
con la evaluacion de mutaciones individuales, aunque se requiere considerar otros
factores genéticos para una prediccion mas precisa (Tshibangu-Kabamba et al.,
2020).

En nuestro estudio se identificaron mutaciones que, segun estudios previos,

estadisticamente confieren resistencia aunque no se han corroborado

110



experimentalmente. Se analizé la mutacién V161 en H. pylori para determinar su
concordancia con la resistencia a la amoxicilina. Esta mutacion mostrd un
coeficiente kappa de 0.1909 que refleja una concordancia moderada . Gerrits et al.
(2002) encontraron que las mutaciones en pbplA, junto con otros factores, pueden
reducir la afinidad por amoxicilina, contribuyendo a la resistencia en H. pylori.

La mutacion V374L mostré una baja concordancia con la resistencia a la
amoxicilina, con un valor de kappa de 0.146 y un valor p de 0.051, lo cual no fue
estadisticamente significativo. Aunque estuvo presente en muchas cepas
resistentes, no hubo suficiente evidencia para considerarla un marcador fiable de
resistencia, por lo que se requiere mas investigacién para confirmar cualquier
posible asociacion. Rimbara et al. (2008) identificaron varias mutaciones en pbplA
asociadas con resistencia a amoxicilina, destacando la necesidad de considerar
multiples factores y mutaciones adicionales. La presencia de V374L se ha reportado
en cepas de H. pylori de Camboya y Vietnam, sugiriendo su papel en conferir
resistencia (Park et al., 2023). Sukri et al. (2022) encontraron la mutacion V374L
exclusivamente en cepas resistentes a amoxicilina, junto con otras mutaciones como
V346L, G595 _V596InsG, Y604H y N608S.

La evaluacién combinada de las mutaciones S414R, T556S, N562Y, T593A/G/P/S
y V374L mostr6 una mejora en la prediccién de resistencia fenotipica a la
amoxicilina en comparacion con las mutaciones individuales. Esto respalda la
nocion de que la resistencia a los antibidticos en H. pylori es un fenémeno
multifactorial. Estudios como el de Tshibangu-Kabamba et al. (2020) han

demostrado que la combinacion de multiples mutaciones en pbplA puede
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proporcionar una prediccion mas precisa de la resistencia a la amoxicilina,

sugiriendo que un enfoque holistico es necesario para una evaluacién efectiva.

En el estudio de resistencia a la amoxicilina en H. pylori, se identificaron varias
mutaciones asociadas con resistencia. La mutacion A474T se encontrd en 2/26
cepas resistentes y 2/24 cepas sensibles, mientras que T558S apareci6 solo en 1/24
cepa sensible. G595S se identificd en 5/26 cepas resistentes y 2/24 cepas sensibles,
y V374L en 5/26 cepas resistentes y 1/24 cepa sensible. Las mutaciones V469M y
V469A se detectaron solo en cepas resistentes, y N504D en 2/26 cepas resistentes
y 3/24 cepas sensibles. Las mutaciones S543R y S543N estuvieron presentes en
algunas cepas tanto resistentes como sensibles. La mutacion V161 fue prevalente en
19/26 cepas resistentes y 13/24 cepas sensibles, mientras que G242S se encontro en
6/26 cepas resistentes y 6/24 cepas sensibles.

Hu et al. (2020) identificaron mutaciones en cepas resistentes y sensibles a la
amoxicilina, siendo A474T, T558S, G595S, V374L, V469M y S543R mas
prevalentes en cepas resistentes, confirmando su asociacién con la resistencia. Al
incluir las mutaciones V469M/A junto con S414R, T556S, N562Y, T593A/G/P/S
y V374L, la concordancia mejoro ligeramente (kappa = 0.2812), sugiriendo que un
enfogue combinado con multiples marcadores genéticos puede ser mas robusto para
predecir la resistencia. (Tran et al., 2022). Tran et al. (2022) encontraron la
mutacion V469M en el gen pbplA significativamente asociada con la resistencia a
la amoxicilina (p = 0.021), aunque también presente en algunas cepas sensibles.
Incluir V161 junto con otras mutaciones aumento significativamente la sensibilidad

para detectar resistencia (92.3%), pero la baja especificidad (33.3%) sugiere que
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estas mutaciones no excluyen la posibilidad de sensibilidad a la amoxicilina, lo que
podria llevar a decisiones terapéuticas erréneas si se usan como Unico criterio
diagnostico (Sukri et al., 2022).

Las mutaciones cerca del dominio SKN 402-404, como E406M, E406A, E406T y
E406V, mostraron una concordancia moderada con la resistencia a amoxicilina, con
un valor de kappa de 0.2623 que fue estadisticamente significativo (Prob>Z =
0.0118). Esto indica que esta mutacion es un marcador relativamente fiable de
resistencia. La significancia estadistica respalda que la presencia de esta mutacion
esta asociada con la resistencia a la amoxicilina, lo cual es importante para
identificar y tratar eficazmente las cepas resistentes. Tran et al. (2022) encontraron
que la mutacién E406M era exclusiva de las cepas resistentes y tenia una fuerte
asociacion con la resistencia (p < 0.001), mientras que E406A era comdn en ambas.
E406T y E406V fueron menos frecuentes en cepas resistentes y mostraron una
menor asociacion con la resistencia a la amoxicilina.

Se identificaron varias mutaciones en el dominio de pbp2, incluyendo S494N,
presente en cepas resistentes y sensibles. La mutacion S494N mostrd una
concordancia muy baja con la resistencia a la amoxicilina, con un valor de kappa
de 0.0188 y sin significancia estadistica (Prob>Z = 0.4385). Aunque presente en
algunas cepas resistentes, no hay suficiente evidencia para considerarla un
marcador fiable de resistencia. La combinacion de mutaciones S414R, T556S,
N562Y, T593A/G/P/S y S494N mostrd una concordancia baja a moderada, con un
kappa de 0.1573 y sin significancia estadistica (Prob>Z = 0.1328). Aunque esta
combinacion aparece en muchas cepas resistentes, la evidencia no es suficiente para

considerarla un marcador fiable de resistencia a la amoxicilina.
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Rimbara et al. (2008) observaron que la mutacion S494H en PBP2 era exclusiva de
cepas altamente resistentes a la amoxicilina. Ademas, la mutacion A541V en PBP2
se encontrd solo en cepas altamente resistentes, sugiriendo una fuerte asociacion
con la resistencia. En PBP4, solo una cepa resistente mostré la mutacion S265L, y
no se detectaron mutaciones en los motivos de PBP3. Esto sugiere que las cepas
resistentes sin mutaciones en PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4 pueden tener otros
mecanismos de resistencia, como las bombas de eflujo.

Las mutaciones en genes de porinas y bombas de eflujo, como hofH, hefC y hopC,
probablemente alteran la permeabilidad de la membrana a la amoxicilina
(Tshibangu-Kabamba et al., 2021). En nuestro estudio, 11/26 cepas resistentes y
2/24 cepas sensibles presentaban una delecién en las posiciones 811 812 en la
proteina de resistencia a la acriflavina o en los sistemas de eflujo multidroga del
tipo RND-CmeABC y CmeDEF. El gen hefC en H. pylori codifica una proteina de
resistencia a la acriflavina, y las mutaciones D131E y L378F en este gen aumentan
significativamente la resistencia a la amoxicilina, incrementandola hasta 16 veces
cuando ambas estan presentes (Qureshi et al., 2014).

Ademas, 5/26 cepas resistentes mostraron la mutacion G228W en el gen hofH, que
codifica la proteina Omp3 o HofH, contribuyendo a la resistencia a la amoxicilina.
Los experimentos de transformacién en cepas sensibles con la mutacién hofH
resultaron en un aumento de 16 veces en la resistencia. El uso del inhibidor de eflujo
NMP redujo la resistencia en estas cepas transformadas, sugiriendo que HofH
podria desempefiar un papel en el mecanismo de eflujo de antibidticos (Bina et al.,

2000).
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Estos hallazgos destacan la diversidad de mutaciones y mecanismos genéticos que
contribuyen a la resistencia a la amoxicilina en H. pylori, subrayando la
complejidad de esta resistencia y la necesidad de estudiar multiples genes y

regiones genomicas para comprender completamente su perfil de resistencia

La prediccion de la resistencia al metronidazol basada en informacién genotipica
sigue siendo un reto. Diversas mutaciones en distintos genes estan implicadas en
esta resistencia en H. pylori (Chua et al., 2019; Hoffman et al., 1996). Las técnicas
moleculares han identificado determinantes en los genes rdxA (NAD(P)H
nitroreductasa insensible al oxigeno) y frxA (NAD(P)H flavina nitroreductasa) que
estan relacionados a la resistencia al metronidazol. Las mutaciones en rdxA pueden
modificar la estructura proteica y reducir su afinidad por el cofactor FMN,
impactando negativamente su funcion (Goodwin et al., 1998; Mendz & Mégraud,
2002). Mendz y Mégraud (2002) clasificaron mdltiples mutaciones en rdxA en
cinco categorias, destacando las de clase | por disminuir la afinidad de RdxA por
FMN. Estas incluyen cambios en los residuos R16, S18, K20, N73, 1142, G162 y
K200, reduciendo la fuerza de union del FMN y afectando la funcionalidad proteica
(Martinez-Julvez et al., 2012)

Entre las 32 cepas resistentes estudiadas, se encontr6 que 7 tenian una mutacion en
el codén R16. De las 18 cepas sensibles, 2 también presentaron esta mutacion. En
el ensamblado PER_UPCH_6, se identificd una delecion en las posiciones 482 a
484, eliminando los aminoacidos isoleucina y glicina en las posiciones 161y 162,

y reemplazéandolos con arginina.
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La concordancia entre la mutacion en el coddn R16 del gen rdxA y la resistencia al
metronidazol fue muy baja concordancia y no es estadisticamente significativa
(Prob>Z = 0.1708). Esto sugiere que esta mutacion no es un buen marcador de
resistencia. Tshibangu-Kabamba et al. (2020) encontraron la mutaciéon R16C/H en
el 6.5% de las cepas resistentes al metronidazol, pero en ninguna cepa sensible,
aungue la diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 1.000). Lauener et
al. (2019) también hallaron la mutacion R16C/H exclusivamente en cepas
resistentes (7.14% de las cepas resistentes), sugiriendo una asociacion con la
resistencia.Saranathan et al. (2020) reportaron truncamientos en el gen rdxA en el
58% de los aislados resistentes al metronidazol y una mutacion en el codén R16 en
seis de los ocho aislados resistentes sin truncamiento en rdxA. La presencia de un
gen rdxA truncado o una mutacién en R16 mostré una alta correlacion con la
resistencia fenotipica (kappa = 0.76). Estos hallazgos indican que la mutacién
R16C/H podria tener un papel en la resistencia al metronidazol, aunque su baja
prevalencia y falta de significancia estadistica sugieren la contribucién de otros
factores. En nuestros aislados, no se detectaron mutaciones en las posiciones S18,
K20, N73, 1142, G162 y K200, subrayando la complejidad de los mecanismos de

resistencia en H. pylori.

Analizamos un grupo de mutaciones que podrian desestabilizar la formacion de
dimeros de la proteina RdxA, cuya estabilidad depende de su configuracion como
dimero. Mutaciones en residuos de la interfaz del dimero, como L42, S43, R41,
Q50, V55, M56, 1142, G145, K202y L209, podrian desestabilizar la proteina. Entre

las cepas evaluadas, el ensamblado PER_UPCH_33 mostré un cambio en el codon
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R41 y resistencia al metronidazol. Ademas, 9/32 cepas resistentes y 4/18 cepas
sensibles tenian un cambio en la posicion M56.

Zhang et al. (2020) encontraron que las mutaciones en las posiciones R41 y M56
son comunes en cepas resistentes al metronidazol en aislamientos norteamericanos
de H. pylori. Estas mutaciones desestabilizan la estructura de RdxA, afectando su
capacidad de reducir el metronidazol. Albert et al. (2020) también identificaron
mutaciones en R41 y M56, correlacionandolas con la resistencia al metronidazol a
través de andlisis gendmicos avanzados. En los aislados analizados, no se
encontraron mutaciones en L42, S43, Q50, V55, 1142, G145, K202 y L209.

La combinacién de mutaciones R16, G162, M56 y Y47C mostro una concordancia
moderada con la resistencia a través del valor de kappa de 0.1960. Sin embargo,
esta concordancia no es estadisticamente significativa (Prob>Z=0.0632) indicando
que esta combinacién de mutaciones no es un marcador fiable de resistencia en el
contexto evaluado.

Tshibangu-Kabamba et al. (2020) utilizaron mutaciones en rdxA para predecir la
resistencia fenotipica, mostrando una sensibilidad, especificidad y un indice de
Youden del 72.8%, 90.0% y 0.625%, respectivamente, con una concordancia
moderada (Kappa = 0.304). Camorlinga-Ponce et al. (2021) identificaron 32
variantes de aminoacidos en RdxA asociadas exclusivamente con cepas resistentes
en mas del 50% de los aislados resistentes. Sin embargo, la alta variabilidad y
distribucion de las variantes explican la baja concordancia observada entre la
deteccidén molecular y el fenotipo de resistencia.

En nuestro estudio, evaluamos mutaciones missense en codones funcionales del gen

rdxA y su asociacion con la resistencia al metronidazol en H. pylori. ldentificamos
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cambios en las posiciones N14T, Y47C, H53R, A67V, AG8T y V192M
exclusivamente en cepas resistentes: N14T en PER_UPCH_28, Y47C en
PER_UPCH_34, H53R en PER_UPCH_37, A67V en PER_UPCH_48, AB8T en
PER_UPCH_16 y V192M en PER_UPCH_51. La mutacién V204l se encontr6 en
7/32 cepas resistentes y en 6/18 cepas sensibles. Mutaciones como H25R, A206T,
V172, G98S, HI99R y E175Q se observaron tanto en cepas resistentes como
sensibles, subrayando la complejidad de los mecanismos de resistencia.
Mutaciones como T31E, R90K, H97T/Y, A118S/T y R131K se encontraron tanto
en cepas resistentes como sensibles, sugiriendo que no son exclusivas de un
fenotipo de resistencia. Por ejemplo, T31E aparecid en 18/32 cepas resistentes y en
8/18 cepas sensibles, mientras que P106S/L solo en 2/32 cepas resistentes. D59N
se encontrd en ambas cepas, evidenciando que no hay una correlacion clara con la
resistencia al metronidazol. Estos hallazgos resaltan la necesidad de enfoques
diagnosticos que consideren multiples factores genéticos para evaluar la resistencia.
Rasheed et al. (2014) identificaron varias sustituciones de aminoacidos en RdxA en
aislados resistentes a metronidazol, incluyendo R16C/H, C19Y, T31E, R90K,
H97T, S108Ay A118T/S. T31E y HI7T fueron las mas comunes, presentes en 8/16
aislados resistentes, y A118T/S en 11 aislados. Estas mutaciones afectan la
estructura y funcion de RdxA, reduciendo su capacidad para activar el metronidazol,
sugiriendo que la resistencia puede estar mediada por una combinacion de cambios
estructurales.

Evaluamos la presencia de mutaciones en rdxA inducidas por altas concentraciones

de metronidazol, como C46T, G238A y G352A. C46T se encontrd en 5/32 cepas
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resistentes y en 1/18 cepas sensibles, mientras que G238A se presento
exclusivamente en cepas resistentes.

La combinacién de mutaciones R16, G162, M56, Y47C, P106 y C46T muestra una
concordancia moderada con la resistencia, reflejada en un valor kappa de 0.1960.
No obstante, esta concordancia no es estadisticamente significativa (Prob>Z =
0.0632), lo que indica que, aunque hay una ligera sugerencia de que estas
mutaciones podrian estar relacionadas con la resistencia, no existe suficiente
evidencia para confirmarlo de manera concluyente. La presencia de estas
mutaciones sugiere una posible asociacion con la resistencia al metronidazol, pero
se necesita realizar mas investigaciones para confirmar esta relacion. Bin et al.
(2015) encontraron que las mutaciones C46T, G238A y G352A en rdxA estan
asociadas con la resistencia al metronidazol en H. pylori. Estas mutaciones
conferian una resistencia moderada, con una MIC de 48 mg/L. Ademas, se observo
un efecto sinérgico al combinar mutaciones en rdxA y frxA, aumentando ain mas

la resistencia (Binh et al., 2015; Suerbaum et al., 1998).

La mutacion V192 en el gen rdxA también mostr6 una concordancia
extremadamente baja (kappa = 0.0227) con el fenotipo de resistencia, siendo
detectada en 1/32 de casos resistentes. La evaluacion de la presencia de cualquier
mutacion en el gen rdxA (R16, G162, M56, Y47C, P106, C46T, G238A, V192)
mostré una concordancia del 64.00% con la resistencia, con un valor de kappa de
0.2880, también estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0159). Esto refuerza la
fiabilidad de esta combinacion de mutaciones como marcador de resistencia al

metronidazol. Aunque la presencia de alguna de estas mutaciones es un buen
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indicador de resistencia, su ausencia no descarta efectivamente la resistencia,
subrayando la necesidad de integrar otros marcadores genéticos o realizar analisis
mas detallados para una evaluacion precisa.

Algunos estudios han reportado resultados contradictorios sobre la utilidad de
ciertas mutaciones en rdxA para predecir la resistencia a metronidazol. Marais et al.
(2003) no encontraron una asociacion significativa entre mutaciones especificas en
rdxA y la resistencia en aislados clinicos de H. pylori, sugiriendo que otros
mecanismos pueden estar involucrados. Van Doorn et al. (2000) identificaron
variaciones genéticas distintas que podrian influir en la resistencia, destacando la

complejidad del fendbmeno y la necesidad de una caracterizacion mas amplia.

Las mutaciones nonsense que resultan en codones de terminacion prematura en el
gen rdxA estan ampliamente asociadas con la resistencia al metronidazol. Estas
mutaciones inactivan la nitroreductasa RdxA, necesaria para la activacion del
metronidazol. Estudios han demostrado que la introduccion de codones de
terminacion en rdxA, ya sea por mutaciones de cambio de sentido o de
desplazamiento del marco de lectura, es una causa comun de resistencia en H. pylori
(Bereswill et al., 2003; Zhang et al., 2020). Estos codones stop difieren de los
reportados en estudios previos, como los encontrados por Camorlinga-Ponce et al.
(2021) en las posiciones 13, 26, 37, 72, 73 y 76, por Butlop et al. (2016) en las
posiciones 2, 50 y 52, y por Tanih et al. (2011) en las posiciones 113, A16, R56,
E6, T110S, E169, T26, L121, E27, E60y E78.

La concordancia entre los codones L33Ter, W52Ter, N73Ter, A206Ter, E75Ter y

GIn65Ter y la resistencia al metronidazol fue baja, con un valor de kappa de 0.1678,
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lo que indica una concordancia leve. Este valor de kappa fue estadisticamente
significativo (Prob>Z =0.0162), lo que sugiere que, aunque la concordancia es baja,
existe una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de estas
mutaciones y la resistencia al metronidazol. La significancia estadistica respalda la
relevancia de estas mutaciones como marcadores de resistencia, aunque su utilidad
préctica podria ser limitada debido a la baja concordancia observada.

Un estudio reciente encontré que el 36.29% de las cepas resistentes tenian
mutaciones truncantes en rdxA, con una alta prevalencia de resistencia de alto nivel
(MIC > 256 mg/mL) en cepas con truncamientos antes del aminoéacido 70,
sugiriendo que estas mutaciones afectan significativamente la funcion de RdxA y su
capacidad para activar el metronidazol (Gong et al., 2023).

El anélisis de codones de terminacion prematuros y otras mutaciones en rdxA (R16,
G162, M56, Y47C, P106, C46T, G238A, V192, L33Ter, W52Ter, N73Ter,
A206Ter, E75Ter y GIn65Ter) mostré una concordancia de moderada a alta con la
resistencia al metronidazol, con un valor de kappa de 0.4205, estadisticamente
significativo (Prob>Z = 0.0013). Esto sugiere que esta combinacion de mutaciones
es un marcador fiable de resistencia en el contexto estudiado.
Tshibangu-Kabamba et al. (2020) mostraron una sensibilidad del 72.8%,
especificidad del 90.0% y un indice de Youden de 0.625 para las mutaciones que
afectan la expresion de rdxA, con una concordancia razonable (kappa = 0.304) entre
los resultados genotipicos y fenotipicos. Saranathan et al. (2020) encontraron que
la resistencia fenotipica al metronidazol se correlacionaba con la presencia de
mutaciones nonsense y la mutacion R16H en rdxA, presentes en el 58% de los

aislados resistentes, con un kappa de 0.76 .
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Ademas, al examinar el gen rdxA, confirmamos que la secuenciacién de genoma
completo (WGS) puede identificar variantes complejas de mutaciones dificiles de
detectar mediante métodos clasicos basados en PCR. Estas variantes incluyen
deleciones, inserciones de secuencias que terminan en codones de parada y cambios
en el marco de lectura. En nuestro estudio, se detectaron cambios en el marco de
lectura solo en cepas resistentes.

Por ejemplo, el ensamblado PER_UPCH_28 presentdé una variante de
desplazamiento de marco c.41delA p.Asnl4fs. El ensamblado PER_UPCH_41
mostrd dos mutaciones de relevancia clinica: c.632G>A p.Ter211Ter, que podria
afectar el splicing del ARN mensajero, y ¢.184 185delTTinsGTA p.Leu62fs, que
provoca un cambio en el marco de lectura y un codon de terminacion prematuro,
resultando en una proteina truncada. EI ensamblado PER_UPCH_50 presenté la
mutacién ¢.192dupA p.GIn65fs, produciendo una proteina no funcional.

De manera similar, el estudio de Tshibangu-Kabamba et al. (2020) identificd
mutaciones complejas en aislados resistentes de H. pylori, incluyendo una gran
secuencia insertada (K168 V169insSGRDFRTAYQTer) y un cambio mutacional
continuo (Ter201LextTer25). Mientras que la secuencia insertada finaliza con un
codon de terminacion, el cambio mutacional continuo afecta el codon de
terminacion, extendiendo el extremo C de la proteina sin mostrar una secuencia
predecible.

Se evaluaron las mutaciones en el gen frxA relacionadas con el mecanismo de
resistencia a metronidazol en H. pylori. Los cambios en los codones V71, R38G,
R38D, N111 y C193S se presentaron en 15/32, 8/32, 8/32, 3/32 y 3/32 de las cepas

resistentes, respectivamente, y en 8/18, 5/18, 2/18, 2/18 y 5/18 de las cepas
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sensibles, respectivamente. La mutacion en el codon A15 y R38E estuvo presente
Unicamente en cepas sensibles, mientras que las mutaciones R38V, M149y A152V
se encontraron en cepas resistentes.

De manera similar, Lauener et al. (2019) identificaron varias mutaciones en el gen
frxA de H. pylori asociadas con la resistencia al metronidazol. Especificamente, se
encontraron mutaciones en los codones R38, N111D, N111H, C193S y V71 tanto
en cepas susceptibles como resistentes. En el estudio de Aldana et al. (2005), se
identificaron mutaciones especificas en el gen frxA, como V69A, K1261, M149R,
Y62D, A16T, V211A, S43A y 144F en diferentes cepas, asociadas con niveles
moderados y altos de resistencia a metronidazol.

El estudio evalu6 la concordancia entre mutaciones especificas en frxA (R38, N111,
M149, A152V, C193S, V71l) y la resistencia al metronidazol mostro una
concordancia muy baja con la resistencia, con un valor de kappa de 0.074, que no
es estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.28). Esto indica que, aunque estas
mutaciones estan presentes en un porcentaje considerable de cepas resistentes, no
hay suficiente evidencia para concluir que esta combinacidén de mutaciones sea un
marcador fiable de resistencia al metronidazol.

La inactivacién del gen frxA, que codifica la NAD(P)H-flavin oxidorreductasa,
puede contribuir a la resistencia al metronidazol, ya sea de forma aislada o en
combinacion con rdxA (Jeong et al., 2000; Kwon et al., 2001; Llanes et al., 2010).
Estudios de secuenciacion han demostrado que las mutaciones que causan un
cambio de marco en frxA se encuentran con frecuencias similares en aislados
sensibles y resistentes al metronidazol (Chisholm y Owen, 2004), lo que hace

controvertida su contribucion exacta a la resistencia. Segun Jeong et al. (2000), la
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mayoria de la resistencia al metronidazol en H. pylori depende de la inactivacion
de rdxA, aunque las mutaciones en frxA pueden aumentar dicha resistencia. Genes
que confieren resistencia al metronidazol sin inactivacion de rdxA son raros en H.
pylori.

Asimismo, se evalud la concordancia entre mutaciones en frxA y rdxA (R16, G162,
M56, Y47C, P106, C46T, G238A, V192, R38, M149, A152V) vy la resistencia a
metronidazol, obteniendo una concordancia baja a moderada con la resistencia al
metronidazol, con un valor de kappa de 0.187 que es estadisticamente significativo
(Prob>Z =0.0476). Esto indica que esta combinacion de mutaciones es un marcador
relativamente fiable de resistencia en el contexto evaluado. La significancia
estadistica respalda que la presencia de estas mutaciones esta asociada con la
resistencia al metronidazol, lo cual es importante para identificar cepas resistentes.
Camorlinga-Ponce et al. (2021) determinaron que rdxA y frxA son genes muy
variables con muchas SNPs y ninguna mutacion claramente asociada con la
resistencia, resultando en una ligera concordancia (<0.2). Esto confirma que la
resistencia a metronidazol implica principalmente la inactivacién de rdxA (Jenks et
al., 1999; Kim et al., 2009).

En el estudio se investigo la relacion entre los codones de terminacidén prematura
en frxAy la resistencia a metronidazol. Codones de parada prematura como W30fs,
L54fs, P21fs y V99fs se encontraron exclusivamente en cepas resistentes, mientras
que L39fs y L74fs aparecieron en cepas tanto resistentes como sensibles. Codones
como E35fs, L63fs y W68fs estuvieron presentes solo en cepas sensibles. La
concordancia entre estos codones y el fenotipo de resistencia fue moderada (kappa

= 0.3220) estadisticamente significativo (Prob>Z = 0.0111). Tshibangu-Kabamba
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et al. (2020) identificaron varios codones de parada prematura en frxA, como
D92Ter, E214Ter, E57Ter y otros, con frecuencias bajas en cepas resistentes y ain
menores 0 nulas en cepas sensibles, mostrando que no hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre las frecuencias observadas en cepas resistentes
y sensibles.

Sin embargo, al evaluar la relacion entre la combinacion de mutaciones en frxA
(R38, M149, A152V, V71) junto con varias mutaciones de terminacion prematura
(stop) en frxA (W30fs, L54fs, L39fs, P21fs, L63fs, W68fs, L74fs y V99fs) frente
a su perfil fenotipo muestra una concordancia muy baja con la resistencia, con un
valor de kappa de 0.1107, que no es estadisticamente significativo (Prob>Z =
0.184). Esto indica que, aunque estas mutaciones estan presentes en un porcentaje
considerable de cepas resistentes, no hay suficiente evidencia para concluir que esta
combinacién de mutaciones sea un marcador fiable de resistencia al metronidazol.
Estos resultados resaltan la necesidad de sumar marcadores para diferenciar una
cepa no resistente, especialmente mutaciones que inactivan rdxA, contribuyendo
principalmente a la resistencia a este farmaco.

Las mutaciones nonsense en el gen rdxA, que resultan en codones de terminacion
prematura, estdn ampliamente asociadas con la resistencia al metronidazol. Sin
embargo, se encontraron algunas cepas resistentes al metronidazol sin mutaciones
en rdxA y/o frxA (N=3). Estudios recientes sugieren que genes adicionales como
RclC, HP0370, HP0918, sodB y su promotor, recA, rpsU y RibF pueden estar
involucrados en la resistencia al metronidazol en H. pylori (Chua et al., 2019).

En nuestro estudio, se evaluaron mutaciones en otros genes putativos asociados con

la resistencia al metronidazol. En la proteina RclC, la mutacién N85D se identificd

125



en 14/18 cepas sensibles y en 21/32 cepas resistentes. En la proteina HP0370 (CoA
subunidad carboxilasa biotina carboxilasa), la mutacién V2651 se encontr6 en una
Unica cepa resistente (1/32). En la proteina HP0918 (treonilcarbamoil-AMP
sintasa), la mutacion A51V se presentd exclusivamente en cepas resistentes (5/32).
Chua et al. (2019) identificaron mediante WGS cuatro grupos de proteinas con
sitios variables, observando una mayor distribucion de variantes de aminoécidos en
cepas resistentes al metronidazol. Estos sitios incluyen D85N en RclC, V2651 en
biotina carboxilasa y A51V/T en HP0918, relacionada con la biosintesis de ARNTt.
No se observaron cambios (G37Y y G38T) en los genes rpsU en ninguna cepa. Sin
embargo, Tran et al. (2015) identificaron una mutacion en rpsU (G38T) que cambia
el aminodcido aspartico (D) por tirosina (Y) en la posicion 13, sugiriendo una
posible asociacién con la resistencia al metronidazol en H. pylori. Aunque no se
obtuvieron transformantes resistentes solo con esta mutacidn, su presencia en cepas
clinicas resistentes indica que rpsU podria contribuir a la resistencia en
combinacion con otros genes, como rdxA y frxA.

Se detectaron cambios en la proteina Fur relacionados con la resistencia: las
mutaciones N118R y N118H se encontraron en 14/32 cepas resistentes y 5/18 cepas
sensibles, mientras que N118R se hall6 exclusivamente en una cepa resistente. En
la proteina RecA, las mutaciones H103Y y S121D estuvieron presentes en 23/32 y
9/32 cepas resistentes, y en 13/18 y 5/18 cepas sensibles, respectivamente. Ademas,
se analizaron cambios en el promotor de sodB asociados con la resistencia al
metronidazol; la mutacion A5C se identifico en 25/32 cepas resistentes y en 14/18

cepas sensibles.
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Por ultimo, se observaron cambios en la proteina RibF relacionados con la
resistencia antimicrobiana: las mutaciones T222A y Q242K se presentaron en 6/32
y 30/32 cepas resistentes, y en 2/18 y 15/18 cepas sensibles, respectivamente. Segln
Tshibangu-Kabamba et al. (2020), la mutacion A5C tiene una alta prevalencia tanto
en cepas resistentes como sensibles, sugiriendo que esta mutacién por si sola no es
suficiente para conferir resistencia al metronidazol, sino que puede estar
involucrada en un mecanismo mas complejo de resistencia.

Respecto a la resistencia a tetraciclina, esta esta relacionada con mutaciones en el
ARNTr 168, localizadas principalmente en las posiciones 926-928 (Wu et al., 2005).
Las mutaciones reportadas incluyen AGA926-928ATC (Wueppenhorst et al.,
2009), AGA926-928AGC (Ontsira Ngoyi et al., 2015), AGA926-928TTC, A928C,
AG926-927GT, A926G/A928C (Toledo y Lopez, 2010), AGA926-928GGA/AGC
y A939C (Dadashzadeh et al., 2014). Estas alteraciones se encuentran en ambas
copias de los genes ARNr 16S en cepas resistentes y pueden reducir la afinidad de
los antibidticos por el ribosoma. Las cepas con estas mutaciones presentan un MIC
mayor a 1-2 ug/mL en comparacion con las cepas sensibles (Gerrits et al., 2002).
Nuestros resultados revelan que no se encontraron mutaciones en las posiciones 926
a 928 del ARNr 16S en ninguna de las cepas evaluadas. Tampoco se detect6 la
mutacion A939C en los ensamblajes analizados. Esta Gltima mutacion ha sido
reportada en estudios previos como asociada a la resistencia a la tetraciclina
(Dadashzadeh et al., 2014). Por ello, se sospecha que existen otros mecanismos aun
no estudiados, como la acumulacién del farmaco, que podrian explicar la resistencia

a tetraciclina en nuestros aislados resistentes (Wu et al., 2005).
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VII. LIMITACIONES

- Este estudio se basa en muestras de biopsias de pacientes dispépticos
reclutados en el Hospital Cayetano Heredia y la Clinica Médica Cayetano Heredia.
Por lo tanto, los resultados obtenidos no reflejan los patrones de resistencia
antimicrobiana de la poblacion total peruana, pero si proporcionan informacion
sobre los genotipos de resistencia a nivel local.

- El tamafio de la muestra es relativamente pequefio para la evaluacion de
resistencia de algunos antibiéticos (metronidazol y tetraciclina), es decir, las
mutaciones relacionadas con la resistencia antimicrobiana podrian estar
subrepresentadas, lo que dificultaria alcanzar la significancia estadistica al evaluar
genotipos individuales. Sin embargo, nuestros resultados pueden proporcionar una
base importante para formular una politica general en las estrategias de erradicacion
de H. pylori en Peru.

- Ademas, es probable que surjan nuevos mecanismos moleculares que
confieran resistencia antimicrobiana y que no estén tomados en cuenta en este
proyecto (ejemplo: cepas resistentes sin mutacion relevante de ARNr 23S, pbplA,
gyrA / gyrB y rdxA/frxA), lo que podria explicar parcialmente la falta de
concordancia entre los posibles resultados del perfil fenotipico y genotipica de
susceptibilidad antimicrobiana (Tshibangu-Kabamba et al., 2020; Luan et al.,
2019).

- Debido a que la aparicidn de resistencia a los medicamentos en H. pylori
parece ser multifactorial, nuestro estudio no pudo descartar definitivamente la

contribucion incremental de multiples genes. Esto requeriria andlisis adicionales,
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tales como estudios transcripcionales, ensayos de inhibicion de la bomba de eflujo,
experimentos de acumulacion de farmacos y generacion de mutantes, que estaban

fuera del alcance de nuestro estudio

VIIl. CONCLUSIONES

— Los ensamblados proporcionados por este proyecto son de alta calidad, con
una cantidad de contigs inferior a 150, un N50 elevado, y un L50 reducido.
Ademas, presentan bajos niveles de contaminacién (<2%) y una
completitud superior al 99.5%. Estos parametros reflejan una secuenciacion
Optima y una estrategia de ensamblado eficaz.

— Las mutaciones en las posiciones 2142 y 2143 del ARNr 23S se confirmaron
como marcadores robustos para predecir la resistencia a claritromicina en
H. pylori. Se obtuvo un coeficiente kappa de 0.7148, indicando una
concordancia moderada y significativa (ProbZ < 0.0000).

— La combinacion de mutaciones en los genes gyrA y gyrB (N871, N87K,
N87Y, D91G, D91IN, D91Y, R579C y D481E) mejoré significativamente
la precisién diagnostica para la resistencia a levofloxacino. Esto se refleja
en un indice Kappa de 0.5979 (ProbZ < 0.001), sugiriendo que evaluar
multiples mutaciones es crucial para predecir con precision la resistencia a
levofloxacino.

— Lacombinacion de las mutaciones (S414R, T556S, N562Y, T593A/G/P/S,
V374L y V469M/A) ubicadas en los dominios pbplA o muy cercanos a
ellos permitié predecir la resistencia a amoxicilina de manera moderada. El

coeficiente kappa fue de 0.2812 y significativo (ProbZ = 0.0118).
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IX.

La combinacion de mutaciones en el gen rdxA, conocidas por afectar la
unién a FMN y la dimerizacion de la proteina, junto con los codones de
terminacion prematura, se identifico como el principal factor que influye en
el fenotipo de nuestros aislados resistentes. Esto se refleja en un coeficiente
kappa de 0.4205, estadisticamente significativo (ProbZ = 0.0013).

En nuestro estudio no se encontraron mutaciones en las posiciones 926 a
928 del ARNr16S ni la mutacién A939C en los aislados de H. pylori. Esto
sugiere que las cepas resistentes a tetraciclina podrian utilizar otros

mecanismos alternativos.

RECOMENDACIONES

Dado que el principal mecanismo de resistencia para metronidazol es la
inactivacion de las enzimas rdxA (NAD(P)H nitroreductasa insensible al
oxigeno) y frxA (NAD(P)H flavina nitroreductasa). Es importante evaluar
los candidatos moleculares para detectar resistencia a nivel experimental;
mediante una transformacion natural, estudios transcripcionales, CRISPR,
y poder usarlos en el desarrollo de pruebas moleculares de resistencia para

este farmaco a nivel local.

Se recomienda estudiar el potencial de los mecanismos intrinsecos de eflujo
para la resistencia a uno o varios farmacos, como ya se ha demostrado en H.
pylori en otros estudios, como las bombas de eflujo (Tsugawa et al., 2011;
Hirata et al., 2010; van Amsterdam et al., 2005).Esto requeriria analisis
adicionales, tales como estudios transcripcionales, ensayos de inhibicion de

la bomba de eflujo, experimentos de acumulacion de farmacos y generacion
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de mutantes (por ejemplo, eliminacién de los genes hefABC, hefDEF y

hefGHI), que estaban fuera del alcance de nuestro estudio(Lee et al., 2108)
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Anexo 1. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos en H. pylori

Antibidticos

Modo de resistencia

Target farmacologico

Mecanismo de resistencia

Revisién bibliografica

Claritromicina

Resistencia mediada por diana
de farmacos

Mutaciones puntuales en el bucle de
peptidil transferasa del dominio V
del gen ARNr 23S

Evita cambios estructurales y la
disociacion del peptidil-ARNt del
ribosoma, lo que conduce al
alargamiento de la cadena peptidica
naciente

Vester & Douthwaite; 2001;
Versalovic et al., 1996;
Occhialini et al., 1997

Resistencia mediada por diana
de farmacos

Mutaciones con sentido erroneo,
insercion o deleccion en los genes
infB (factor de iniciacion de la
traduccion IF-2) y el gen rpl22
(proteina ribosémica L22)

Proteccién dominio

ribosémico

putativa del

Bina et al., 2017; Liu et al
2008; Binh et al., 2014;
Miftahussurur et al., 2016

Levofloxacino

Resistencia mediada por diana
de farmacos

GyrA y GyrB con alteraciones de
secuencia (mutaciones) dentro o
fuera de QRDR (por sus siglas en
inglés)

Proteccion del superenrollamiento
cromosomico durante la sintesis,
transcripcion y division celular del
ADN

Mori et al., 2018; Miyachi et
al., 2006

Amoxicilina

Resistencia mediada por diana
de farmacos

Alteracion de PBP’s (PBP1A, PBP2,
PBP3 y PBP4) causada por
mutaciones con sentido erroneo,
deleciones e inserciones cerca de los
motivos (SXXK, SXN y KTG)

Una proteina de unién a penicilina
alterada por una mutacion estructural
conduce a una reduccion en la afinidad
de union a moléculas de amoxicilina.
En consecuencia, se previene el efecto
del farmaco sobre la union de los
péptidos durante las Ultimas etapas de
la sintesis de peptidoglicanos en la
formacion de la pared celular.

Gong. & Yuan,2018;
Tshibangu-Kabamba,2020;




Limitacion de la captacion de
farmacos

Alteracion de porinas HopC y HofH
causadas por mutaciones con sentido
erroneo

Disminucion  putativa de la
permeabilidad de la membrana al
farmaco.

Gerrits et al., 2006; Hu et al.,
2016; DelLoney & Schiller,
2000

Metronidazol

Desintoxicacion de drogas

FrxA y/o RdxA con alteracion en la
estabilidad de la  molécula,
dimerizacion o  union  del
mononucledtido de flavina por
cambio de marco, mutacién sin
sentido  (del inglés nonsense
mutation) o mutaciones con cambio
de sentido (del inglés missense
mutation), inserciones y deleciones
(del inglés indels)

Las mutaciones en nitroreductasa
(FrxA) ylo las nitroreductasas
NAD(P)H nitroreductasa  (RdxA)
insensibles al oxigeno reducen o
suprimen la reduccién enzimatica del
metronidazol que conduce a la
acumulacion intracelular de
profarmaco inactivo.

Jeong et al., 2000; Kwon et al.,
2000; Martinez et al., 2012

Regulacion negativa de la expresion
de RdxA probablemente por
mutaciones en la regién promotora
relacionada

Activacion reductora de farmacos
reducida o suprimida por regulacion
negativa de nitroreductasas insensibles
al oxigeno.

Hoffman et al., 1996;

Hiperactividad del ‘ciclo fatil' del
oxigeno; regulacion positiva de
SodB por inactivacion de la
actividad de Fur debido a la
mutacion sin sentido o con sentido
erroneo de Fur, y sustitucion de un
solo par de bases en la region
promotora de sodB.

Regeneracion de compuestos inactivos
de farmacos mediante el aumento del
ciclo inatil de oxigeno y farmacos;
proteccién contra reacciones
oxidativas.

Choi et al., 2011;




Resistencia mediada por diana
de farmacos

Regulacion positiva del efector de
reparacion del ADN (RecA) debido a
mutaciones con cambio de sentido
(del inglés missense mutation)

Proteccion del ADN del dafio por ROS
y derivados de farmacos toxicos.

Thompson, & Blaser, 1995

Tetraciclina Resistencia mediada por diana | ARNr 16S con un dominio de unién | Proteccion del paso de elongacién de | Ross et al., 1998; Dailidiene et
de farmacos a tetraciclina alterado por la cadena peptidica durante la sintesis | al., 2002

sustituciones de pares de bases de proteinas

simples, dobles o triples
Miultiples Salida de drogas Regulacion positiva 0 | Reduccién de la concentracién | Boyanovaetal., 2019; Hirata et
farmacos (por sobreexpresion de los sistemas de | intracelular del farmaco por debajo de | al., 2010; Lacey, et al., 1993;
ejemplo, eflujo de la familia de divisién de | las dosis letales Moore et al., 1995
amoxicilina, nodulacion de resistencia (RND),
tetraciclina, Hef ABC, DEF y GHI que permite

metronidazol,
claritromicina)

la salida de los farmacos (por
ejemplo: tetraciclina, metronidazol,
claritromicina y amoxicilina)

Sobreexpresion del sistema de eflujo
de superfamilia de facilitadores
principales (MFS) que permite la
salida de farmacos (por ejemplo:
amoxicilina, claritromicina,
tetraciclina, metronidazol,
furazolidona)

Reduccion de la concentracion
intracelular del farmaco por debajo de
las dosis letales

Boyanovaetal., 2019; Hirata et
al., 2010;




Anexo 2. Mutaciones en genes asociados a la resistencia a claritromicina
reportados en cepas H. pylori.

conformacion de los
residuos en los dominios
I, 11y V del ARN23Sy
con ello afectan la union

de los antibiéticos

Gen | Mecanismo de | Mutaciones  de resistencia | Bibliografia
resistencia putativa
ARNr | Las mutaciones en el [ Mutaciones dentro del dominio V | Versalovic etal., 1996;
23S ARNr 23S, permite queel [ del ARNr 23S: A2142C/G y | De Francesco et al.,
farmaco no pueda unirse | A2143G. 2009; Hulten et al.,
al dominio V del ARN 1997; Hansomburana
23S, y con ello protege el et al., 2012; Garrido et
paso de translocacion al 2007; Alfaresi et al,
MRNA-tRNA durante la 2005
sintesis de proteinas.
Otras mutaciones que confieren en | Khan et al., 2004; Kim
menor nivel a la resistencia a | et al., 2002;
claritromicina: ubicadas dentro o Hansomburana et al.,
fuera del dominio V (por ejemplo, | 201; Hulten et al.,
T1942C, G1939A, C2147G, | 1997
G2172T, T2182C, A2116G,
A2144G/T, A2115G,
G2111A, T2717C, T2289C,
G2224A, C2245T)
rpl22 | Las mutaciones en las | 226_228delGTG, Binetal., 2014
proteinas  ribosomales | T265 _T266insTTCCATGTA
perturban la
InfB G160A

*ins: insercion




Anexo 3. Mutaciones en genes asociados a la resistencia a amoxicilina
reportados en aislados clinicos de cepas de H. pylori.

Geno Mecanismo de resistencia Mutaciones de resistencia Bibliografia
secuencia putativa
pbplA | Mutaciones en el motivo de | V45I, T337_S338insN, | Tshibangu-Kabamba et
PBP o adyacentes, que|S338R, F366L, V374L, |al.,2021; Gongetal.,
conduce a una reducciénen la | Y401 _S402insY, S402G, | 2018; Hu et al., 2016.
afinidad de union a moléculas | N404S, S405N, S414R,
de amoxicilina. Esto permite | L423F, S455N, K464insE,
prevenir el efecto sobre la | V469 (M/A), AA474T,
unién de las subunidades de | N504D, Db535N, S543
peptidoglucanos. (H/R), T556S, T558S,
N562(D/H/Y, N562(D/H),
N562Y,
T593(A/G/K/PIS),G595(del
IAIS),A599(T/PIV),
Y637Ter.
pbp2 V312M, V313A, G353R, Rimbara et al., 2008
A296V/N, S494(H/A),
V541M, E572G.
pbp3 F233L, A499V, E536K. Rimbara et al., 2008
pbp4 Y266H, Y267H Rimbara et al., 2008
hofH Aumento de la actividad de | G22W
bombas de eflujo, que Bina et al., 2000
permite disminuir el nivel del
hefC antibiético intracelular. DI31E, L378F
hopC La disminucion de la | R302H Co y Schiller, 2006
permeabilidad de la
membrana impide la

absorcién del antibiético.

*ins: insercion
*del: delecion
*Ter: Codones de terminacion




Anexo4. Mutaciones en genes asociados a la resistencia a metronidazol

reportados en aislados clinicos de cepas de H. pylori.

Gen o nombre | Mecanismo de | Mutaciones de resistencia | Bibliografi
de la secuencia | resistencia putativa a
rdxA Afecta a la actividad [ Mutaciones que conduce un | Martinez-
enzimatica de | cambio de marco de lecturaen | Julvez et al.,
NADPH codones funcionales bien | 2012
nitroreductasa definidos basados en estudios
insensible al oxigeno | experimentales (por ejemplo,
y con ello afectan la [ R16, H17, S18, C19, K20,
activacion del | R41, L42, S43, Y47, Q50,
farmaco. V55, M56, N73, 1142, A143,
G145, G149, C159, G162,
G163, V192, K198, K200,
K202, L209).
Produce el | Mutaciones sin sentido o de | Gong y
truncamiento de la|cambio de lectura en | Yuan, 2018;
expresion  de la | cualquier posicion de cod6n [ Hu et al.,
proteina NADPH | (codones stop prematuro), | 2016;
nitroreductasa deleciones de secuencias | Latham et
insensible al oxigeno. | grandes (por ejemplo, | al., 2002;
K2_M21del, R131_K166del, | Kim et al.,
K168_V172del, 2009

L137_1142del,
N178_L185del;
G189_R200del,
S92_Q146del) que conducen
codones stop prematuro.

Inserciones de secuencias
grandes, mutaciones  sin
sentido observadas en
aislados clinicos (por
ejemplo:  A22S, E27Q/V,

T31E, D59N, R90K, HI7T/Y,
P106S, S108A, Al18S/T,
R131K 'y G189C) vy
mutaciones hipotéticas en la
region promotora.




frxA Las mutaciones | Mutaciones en  codones | Tsugawa et
afectan la actividad | funcionales bien definidos | al., 2011;
enzimatica de NAD | después de estudios | Martinez-
(P) H-flavina | experimentales (por ejemplo: | Julvezetal.,
oxidorreductasa, por | K17, R13, Al5, K20, Q164, | 2012
lo que el | G165, R206) y mutaciones
metronidazol no se | nulas en cualquier posicion de
reduce. codon .

sodB La mutacion en las | A-5C Tsugawa et
secuencias consenso al., 2011
del promotor de
SodB, permite
sobreexpresion  de
esta proteina y con
ello la proteccién de
radicales de oxigeno.

Anexo 5. Mutaciones en genes asociados a la resistencia a levofloxacino
reportados en cepas H. pylori.

Gen o secuencia target

Mecanismo de
resistencia

Mutaciones de resistencia
putativa

gyrA

Las mutaciones en el gen
gyrA, permite que la
droga no se una a esta
enzima ADN gyrAsa, lo
que conduce a una
proteccion del
superenrollamiento

cromosomico durante la
sintesis, transcripcion y
division celular del ADN.

Mutaciones dentro del
QRDRAa71_g110 (V77A, S83A,
D86N, N87A/K//YIT,
A88N/P/V, D91G/N/A/H/Y,
A92T, D99V, R103H).

Mutaciones fuera del motivo
QRDRAa71_0110(H57Y,  S63P,
V651,A129T, R130K, D155N,
D161N, V1721, P188S,
D192N, A199V/I).

gyrB

Las mutaciones en el gen
gyrB, permite que la
droga no se una a esta
enzima ADN gyrAsa, lo
que conduce a una
proteccion del
superenrollamiento

cromosémico durante la

Mutaciones dentro del motivo
QRDRE415_5454 (pOI’ ejemplo:
D435N, V437L, FA438S,
S429T).




sintesis, transcripcion y
division celular del ADN.

Anexo 6. Mutaciones en genes asociados a la resistencia a tetraciclina
reportados en aislados clinicos de H. pylori.

Gen Mecanismo de Mutaciones de Bibliografia
resistencia resistencia putativa
ARNr | Las mutaciones | Mutaciones dentro del sitio [ Dadashzadeh et
16S permiten que el | de unién a tetraciclina (por | al., 2014; Nonaka

antibiético no se una
al ARN 16S, y con
ello inhibe su efecto
inhibidor

ejemplo:
AGA926_928(TTC/GGC),
AG926 927GT,
GA927_928TC, A926
(CIGIT), A928C, A939C)

et al., 2005

Se considero un nivel de significancia al 5% (0=0.05) y potencia de 80% (1-B)

Anexo 7. Calculo del tamafo del minimo muestral

que equivale a A(1,1-B,a) con su valor de 7.849.

-Hipotesis:

HO=Existe una concordancia aceptable entre los resultados de la microdilucion

y secuenciacién del genoma completo(K1=0.3)

Ha=Existe una concordancia considerable significativa de la microdilucion y

secuenciacion del genoma completo (K2=Kappa esperado)

-Formula:




Férmula para el tamafio de muestra

N =a(1,1 —,G.a){

[7(1 — m)(K; — Kp))?

2[m(1 —m)(K, — Ko)]z

n+n(l—mK,
[r(1 — m)(K; — Kp))*

(1-m)? +m(l—mK,

-

n(1—m)(1—-Kp)

Detalles de la férmula

A = el parametro de no centralidad denotado

o = nivel de significancia

B = |a potencia o la probabilidad acumulada

A(1,1 — B, &) = grados de libertad

m = prevalencia

K; = concordancia de la hipotesis alterna o del investigador

K, = concordancia de la hipotesis nula

-Calculo de tamafio minimo muestral por antibiotico evaluado:

) T Beta=precision | Poder Kappa Intervalo de p
FARMACO muestra referencia- confianza(95%) valor
minimo estudio
madre
Claritromicina | 32 0.2 0,80 0,760 (0.6734;0.8630)
<0.05
Levofloxacino | 40 0.2 0.80 0,65 (0.5438;0.7652) <0.05
Amoxicilina 40 0.84921 0.15079 | -0,01 (-0,1997-0.1702) 0.8760
Metronidazol 40 0.76123 0.23877 | 0.1074 (-0.0501;0.2649) 0.6502
Tetraciclina 40 0.84999 0.15001 | -0,0013 (-0,0604;-0,0114 0.6502




Anexo 8. Aceptacion del comité de ética
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Anexo 9. Pruebas de susceptibilidad fenotipicas

La prueba de microdilucion en caldo permitié determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) (Kwon et al., 2000). Se emplearon placas de 96 pozos
en donde se evaluaron las cepas aisladas de pacientes y la cepa de referencia
ATCC 43504, acorde a las directrices del centro de referencia CLSI (CLSI,
2012). Para ello, se utilizd un inéculo de 107 o 108 UFC/ml de H. pylori
equivalente a 02 McFarland en caldo BHI suplementado con 10% de suero fetal
bovino SFB y 1% de IsoVitalex (BBL). Los antimicrobianos amoxicilina,
claritromicina, levofloxacina, metronidazol y tetraciclina (Sigma-Aldrich)
fueron agregados al medio con las concentraciones de: 0.06 ug / ml — 0.48 ng /
ml, 0.25 pg/ ml -2 pg/ml, 0.5 ug/ ml—4 pg/ml, 8 ug/ ml—64 pg/mly 0.5
pg / ml -4 pg / ml. respectivamente. Las cuatro diluciones seriadas para cada
ATM se consideraron en base a los puntos de corte recomendados por la

EUCAST (EUCAST, 2017).

Posteriormente, se incubaron las bacterias a 37°C en una atmosfera de 5% de O,
10% de COg, durante 72 horas. Luego del tiempo de incubacion, las placas
fueron examinadas visualmente para determinar la CMI. La CMI se definid
como la menor concentracién de antimicrobiano que muestra una completa
inhibicién de crecimiento visible en el cultivo. Las cepas fueron categorizadas
sensibles (S) o resistentes (R) segun los puntos de corte, amoxicilina:

S<0.12pg/ml, R>0.12pg/ml, claritromicina: S<0.25pug/ml, R>0.5pg/ml;



levofloxacino: S<lpg/ml, R>1pg/ml,
metronidazol: S<8ug/ml, R>8ug/ml y tetraciclina: S<lug/ml, R>1pg/ml.
recomendados por la EUCAST. Los ensayos fueron realizados por triplicado
considerandose los controles de calidad de la CMI de los ATMs sobre la cepa de

H. pylori ATCC 43504 segun las recomendaciones de la CLSI



Anexo 10. Pruebas de susceptibilidad genotipicas.

Esta metodologia se basé en identificar mutaciones en regiones dianas de genes
relacionados a la resistencia antimicrobiana (ARNr 23S, pbpl, rdxA, gyrA 'y
ARNr 16S) para claritromicina, amoxicilina, metronidazol, levofloxacino y
tetraciclina respectivamente (Teh, y otros, 2014) (Smith, O’Morain, &
McNamara, 2014). Las pruebas moleculares utilizaron primers especificos para
la evaluacion de la resistencia a cada farmaco, esto se muestra en la siguiente

tabla.

Tabla 2: Primers especificos para los genes relacionados a la resistencia

antimicrobiana de H. pylori

Cadi Secuencia Antibidtico Produc Referencia

go to (pb) S

hp23 5- Resistencia 425 Taylor et
CCACAGCGATGTGGTCTC a al., 1997
AG3 5-CTCCATAAGA claritromici
GCCAAAGCCC-3 na

pbpl 5'- Resistencia 2385 Tomb et
TGCGAACACCCTTTTAAAT a al., 1997
-3 y 5- amoxicilina
GCGACAATAAGAGTGGCA
3




gyrA 5- Resistencia 582 Moore et
AGCTTATTCCATGAGCGTG a al., 1995
A3 y 5- Levofloxaci
TCAGGCCCTTTGACAA no
ATTC-3

rdxA 5- Resistencia 886 Jeong et
GCAGGAGCATCAGATAGT a al., 2000
TCT3 y 5 - Metronidaz
GGGATTTTATTGTATGCTA ol
CAA3

16s 5’- Resistencia 120 Dadashza
ATAGACGGGGACCCGCAC a deh et al.
AAG3 y 5’- Tetraciclina 2014
TGGCAAGCCAGACACTCC

A-3




Anexo 11. Protocolo para la extraccion de ADN a partir de cepas aisladas
de

H. pylori

1. Tener un cultivo fresco de hasta 2x109 bacterias en un tubo de
microcentrifuga de 1.5ml y centrifugar por 10 min a 5000 g.
Descartar el sobrenadante.

2. Resuspender el pellet en 180l de buffer de digestion. Agregar 20pl
de la solucidn proteinasa K y mezclar completamente en vortex.

3. Incubar lamuestra a 56°C homogenizando en vortex ocasionalmente
por alrededor de 30 min.

4. Agregar 20pl de la solucion RNasa A, mezclar con vortex e incubar
por 10 min a temperatura ambiente.

5. Agregar 200ul de solucién de lisis. Mezclar con vortex alrededor de
15 segundos.

6. Agregar 400ul de etanol al 50% y mezclar con vortex.

7. Transferir la muestra lisada a una columna de purificacién insertada
en un tubo colector. Centrifugar por 1 min a 6000 g. descartar el tubo
colector conteniendo la solucion residual. Colocar la columna en un
nuevo tubo de colector.

8. Agregar 500ul de solucion de lavado 1. Centrifugar por 1 min a 800
g. descartar la solucion residual y colocar la columna otra vez en el

tubo colector.



9. Agregar 500ul de la solucién de lavado Il. Centrifugar por 3 min a
maxima velocidad (> 12000g). Descartar el tubo colector
conteniendo la solucion residual y transferir la columna de
purificacion a un tubo estéril de microcentrifuga de 1.5ml.

10. Agregar 200ul del buffer de elucion al centro de la columna de
purificacion para extraer el ADN gendémico. Incubar por 2 min a
temperatura ambiente y centrifugar por 1 min a 8000g.

11. Descartar la columna de purificacion. Usar el ADN inmediatamente

o almacenarlo a -20°C.



Anexo 12. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Tipo de variable Tipo de Escala de Indicador Definicién
conceptual (segin su variable (segun | medicion operacional
naturaleza) su relacion)
Mutacion Alteracion genética | Cualitativa Independiente Nominal Claritromicina (ARNr 1.Presencia
puntual en los causada por la (Dicotémica) 23S) 2.Ausencia
genes ARNr sustitucién de un A2142G, A2142C,
23S solo nucleotido en el A2143G
gen ARNr 23S
Mutacion Alteracion genética | Cualitativa Independiente Nominal Amoxicilina 1.Presencia
puntual en el causada por la (Dicotémica) (pbpl) 2.Ausencia
gen pbplA sustitucion de un -1141L, G242 (S,D).
solo nucledtido en el (pbp2)
gen pbpl -1259T
(pbp3)
- D2N, A50S, F490Y,
A541T y V374l
(pbp4)

-Y266H




Mutacion Alteracion genética Cualitativa Independiente Nominal Levofloxacino 1.Presencia
puntual en el causada por la (Dicotomica) (gyrA) 2.Ausencia
gen gyrA sustitucién de un N87K,N871,D91G,D91N,
solo nucleotido en el DI1Y
gen gyrA.
Mutacion Alteracion genética Cualitativa Independiente Nominal Levofloxacino 1.Presencia
puntual en el causada por la (Dicotomica) (gyrB) 2.Ausencia
gen gyrB sustitucion de un -R484K, S479G
solo nucledtido en el
gen gyrB.
Mutacion Alteracion genética | Cualitativa Independiente Nominal Metronidazol 1.Presencia
puntual en el causada por la (Dicotémica) (rdxA) 2.Ausencia
gen rdxA sustitucion de un Aparicion de secuencias

solo nucle6tido en el
gen rdxA.

parada, cambios en el
marco de lectura,
inserciones y deleciones.
Mutaciones:
D59N,R131K,R90K,1160
F,H97T,L62V,K131R,Al
18(S,T),V2041,R168(H,C
),A80T,Q197K.




Mutacion Alteracion genética | Cualitativa Independiente Nominal Metronidazol 1.Presencia
puntual en el causada por la (Dicotomica) (frxA) 2.Ausencia
gen frxA sustitucion de un Aparicién de secuencias
solo nucle6tido en el parada, cambios en el
gen rdxA marco de lectura,
inserciones y deleciones.
Mutacion Alteracion genética | Cualitativa Independiente Nominal Tetraciclina (ARNr 16S) 1.Presencia
puntual en el causada por la (Dicotomica) AGA (926-928) 2.Ausencia
gen ARNr 168S. sustitucion de un GGA,AGA (926-928)
solo nucledtido en el CGA AGA (926-928)
gen ARN16S AGC,AGA (926-928)
GGC
Variable Definicion Tipo de variable Tipo de variable Escala de Indicador Definicion
conceptual (segunsu (segun su medicién operacional
naturaleza) relacion)
Resistencia Proceso en el Cualitativa Dependiente Nominal Concentracion minima 1.Sensible
antimicrobiana a cual los (Dicotémica) inhibitoria (MIC)(ug/ml) | 2.Resistente
Claritromicina microorganismos
desarrollan
Resistencia resistenciaa los | Cualitativa Dependiente Nominal Concentracion minima 1.Sensible

antimicrobiana a
Amoxicilina

farmacos de
referencia.

(Dicotémica)

inhibitoria (MIC)(ug/ml)

2.Resistente




Resistencia
antimicrobiana a
Levofloxacino,

Resistencia
antimicrobiana a
Metronidazol.

Resistencia
antimicrobiana a
Tetraciclina.

Cualitativa Dependiente Nominal Concentracion minima 1.Sensible
(Dicotémica) inhibitoria (MIC)(ug/ml) | 2.Resistente
Cualitativa Dependiente Nominal Concentracion minima 1.Sensible
(Dicotomica) inhibitoria (MIC)(ug/ml) | 2.Resistente
Cualitativa Dependiente Nominal Concentracion minima 1.Sensible
(Dicotémica inhibitoria (MIC)(ug/ml) | 2.Resistente




Anexo 13. Quality score

A: Raw lecturas

B:Trimmed lecturas

B H YRR 88 RE S

Qualtty scores atross all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567801518 30-3d 4549 60-64 7579 90-84 110-114 135138 160-164 185189 210214 235239
Position in read (bp)

Qualty scares across all bases (Sanger /llumina 1.6 encading}

1234567801519 30-34 4549 60-64 7579 9064 110114 135139 160164 185180 210-214 235239
Posttion in read (bp)




Anexo 14. N content

A:Raw lecturas

B:Trimmed lecturas

100

an

a0

-1

50

W contert across all bases

o

1234567891519 30-34 4549 G064 75-79 90-94 110114 135139

Fosition In read {bp)

160-164

185188 210-214

235239

100

80

a0

T

60

50

40

30

20

10

N content across all bases

1234567891519 30-34 4540 6064 75-79 90-94 110114 135139

Position in read (bp)

160-164

185189 210-214 235-239




Anexo 15. Seq content

A:Raw lecturas

B:Trimmed lecturas

100

0

Sequence content across all bases

wT
e

HG

1234567891510 3034 4549 6064 7570 00-94 110114 135139 160464 185180 210214 235230
Position in read {bp)

100,

0

Sequence content across all bases

W1
i

WG

™~

1234567801519 3034 4549 6064 75.79 9084 110114 133139 160164 185189 210214 1235239
Fosttion in read (bp)




Anexo 16. Quality Scores

A: Raw data B: Trimmed data
Quality score distribution over all sequences Quality score distribution over all sequences
A 350000
Average Quality per read Average Quality per read
300000 300000
250000 250000
200000 200000
150000
150000
100000
100000
50000
50000
o 30 31 32 33 34 35 36 ar ]
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Mean Sequence Quality (Phred Scare)




Anexo 17. GC content

A: Raw data

B:Trimmed data
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Anexo 18. Content

A: Raw data

B:Trimmed data
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Anexo 19. Evaluacién de calidad por Quast

Largest # N's per 100 # misassembled [ Genome fraction

Assembly # contigs contig Total length | GC (%) N50 L50 kbp # misassemblies | contigs (%)
PER_UPCH_1 (28 408173 1641480 38.83 192703 3 0 32 9 58,14
PER_UPCH_3 |31 303742 1640430 38.82 103185 6 0 28 28 58,277
PER_UPCH_4 |38 256230 1629680 39.08 98254 5 0 3 2 36,518
PER_UPCH_6 |58 180477 1675170 38.84 99970 6 0 28 11 63,764
PER_UPCH_7 |27 248727 1633453 38.96 102775 5 0 24 9 63,852
PER_UPCH_8 [106 155696 1671832 39.19 45605 11 0 8 6 49,431




PER_UPCH_9 (59 211953 1684871 38.78 128097 5 17 9 66
PER_UPCH_10 |51 134323 1644285 38.9 61694 10 15 8 55,05
PER_UPCH_11 (58 303500 1691403 38.78 115365 6 35 14 69,424
PER_UPCH_12 (40 226215 1661849 39.01 106242 6 0 0 25,346
PER_UPCH_13 (34 336397 1626616 38.92 83717 4 38 10 67,794
PER_UPCH_14 (39 414151 1646456 38.9 80498 6 24 10 60,88
PER_UPCH_15 |42 229800 1617470 38.99 96443 6 20 8 61,925
PER_UPCH_16 |32 359878 1673741 38.96 104981 5 1 1 31,975
PER_UPCH_17 |65 252361 1670794 38.97 83878 6 6 1 43,28




PER_UPCH_18 |52 169398 1679582 38.79 82590 23 21 11 62,75
PER_UPCH_19 (940 40101 2792222 38.88 4703 166 20 18 68,637
PER_UPCH_20 (35 250635 1655402 38.83 101470 6 33 10 71,325
PER_UPCH_21 (58 134049 1629879 38.95 74232 9 29 15 60,612
PER_UPCH_22 (216 92508 1817854 38.82 28880 20 19 13 64,696
PER_UPCH_23 (44 266501 1680909 38.8 117350 5 23 8 61,164
PER_UPCH_24 |338 32137 1583788 38.98 7983 64 10 8 64,816
PER_UPCH_25 | 257 75142 1818748 38.78 20282 26 18 14 67,22
PER_UPCH_26 |38 271986 1651461 38.92 99370 5 18 6 58,91




PER_UPCH_27 |52 199198 1676607 38.72 57904 8 17 13 60,162
PER_UPCH_28 (44 233587 1633911 38.76 85131 5 23 7 56,73
PER_UPCH_29 (50 220758 1647558 38.9 61089 8 20 10 56,893
PER_UPCH_30 (338 102327 1824286 38.84 23741 23 16 13 64,203
PER_UPCH_31 (43 142426 1623138 38.95 73377 8 33 14 63,977
PER_UPCH_32 (46 299755 1678735 38.7 92506 6 30 14 68,765
PER_UPCH_33 |52 255641 1648240 38.94 101475 6 22 9 66,543
PER_UPCH_34 |55 244615 1688817 38.82 67569 8 29 13 56,5
PER_UPCH_35 |46 241919 1676420 38.67 78125 7 26 15 65,856




PER_UPCH_36 (33 216748 1626935 38.94 100718 6 24 12 64,975
PER_UPCH_37 (113 81198 1603226 39.03 24328 21 19 15 63,366
PER_UPCH_38 |37 300311 1732769 39.18 143833 4 25 7 66,881
PER_UPCH_39 (50 224796 1626245 39.19 79026 7 0 0 8,058
PER_UPCH_40 |31 339123 1610101 38.97 107243 4 32 10 66
PER_UPCH_41 (49 265331 1668524 38.67 90557 5 22 10 55,896
PER_UPCH_42 |39 138067 1666619 38.95 78042 8 14 8 58,072
PER_UPCH_43 |73 137837 1674161 38.95 52083 12 9 7 57,086
PER_UPCH_44 |50 213909 1694127 38.75 86754 7 27 10 64,773




PER_UPCH_45 (33 370554 1626224 38.92 85276 28 11 61,814
PER_UPCH_46 |46 184429 1628033 38.92 66180 40 18 67,299
PER_UPCH_47 (28 502438 1639649 38.88 136220 25 8 600,840
PER_UPCH_48 (43 315153 1634472 38.92 72895 31 13 66,242
PER_UPCH_49 |42 373892 1660804 38.92 82395 23 8 61,16
PER_UPCH_50 |47 243334 1676751 38.77 71334 25 13 66,000
PER_UPCH_51 |40 241751 1632586 38.98 111780 28 8 64,33
PER_UPCH_52 |37 341870 1679351 38.95 107726 0 0 28,397
PER_UPCH_53 (35 206022 1581335 39.11 98501 20 10 61,065




Anexo 20. Relacion N50/L50 de los ensamblados de H. pylori de alta calidad.

Calidad alta de ensamblajes de H. pylori (L50 vs N50)
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Los ensamblajes de alta calidad se destacaron con colores Unicos, demostrando una distribucion que tiende hacia la parte inferior derecha de la grafica. Esta orientacion
sugiere que dichos ensamblajes poseen una combinacion éptima de alta longitud de N50 y bajo nimero de L50, caracteristicos de ensamblajes gendmicos de elevada
calidad. Por otro lado, ensamblajes posicionados mas hacia abajo en la grafica reflejan una mayor eficiencia en el cubrimiento del genoma (mayor cobertura), necesitando

un menor nimero de contigs para cubrir la mitad del tamafio del genoma.



Anexo 21. Relacion N50/L50 de los ensamblados de H. pylori de media calidad.

Calidad media de ensamblajes de H. pylori (L50 vs N50)
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También se determiné que los ensambles de calidad media estaban entre los percentiles 33 y 67 en términos de longitud N50 con un grado de fragmentacién mayor que
el grupo anterior, pero ain con contigs de longitud aceptable. Esto indicd que estos ensamblajes tuvieron una calidad intermedia. Es decir, a pesar de tener un grado de

fragmentacion mas alto que los ensamblajes de mejor calidad, estos contigs aun poseen longitudes que se consideran aceptables para ser de calidad intermedia



Anexo 22. Relacion N50/L50 de los ensamblados de H. pylori de baja calidad.

Calidad baja de ensamblajes de H. pylori (L50 vs N50)
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Por otro lado, se determind la relacion de N50 y L50 de aquellos que estaban en el tercio inferior de la longitud N50, lo cual indica una calidad més baja con contigs mas
cortos y una mayor fragmentacion. Los genomas en este grupo son: PER_UPCH_2, PER_UPCH_8, PER_UPCH_10, PER_UPCH_19,PER_UPCH_21,PER_UPCH_22,
PER_UPCH_24, PER_UPCH_25, PER_UPCH_27, PER_UPCH_29, PER_UPCH_30, PER_UPCH_31, PER_UPCH_34, PER_UPCH_37, PER UPCH-43, PER UPCH-
46, PER UPCH-48 y PER UPCH-50 .



Anexo 23. Evaluacion de contaminacion y completitud de CHECKM2

Network

Completenes |Contaminat [ Completeness | Translation_T |Coding_D |Contig_ [Average Gene Lengt [Genome_ |GC_Conten [Total_Coding [Strain

Asembly |s ion _Model_Used |able_Used ensity N50 h Size t _Sequences |heterogeneity
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H1 100.0 0.01 Model) 11 0,92 192703 (323.617.268.041.237 |1641480 |0.39 1552 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_3 100.0 0.01 Model) 11 0,92 103185 (32.323.037.323.037.300|1640430 |0.39 1554 100.00

PER_UPC

H 4 99.99 0.01 Neural 11 0,91 98254 |319.555.051.813.471  [1629680 |0.39 1544 0.00




(Specific

Model)
Neural
Network
PER_UPC (Specific
H 6 100.0 0.34 Model) 11 0,91 99970 (316.489.427.860.697 1675170 |0.39 1608 100.00
Neural
Network
PER_UPC (Specific
H 7 99.99 0.05 Model) 11 0,91 102775 |32.217.803.768.681 1633453 |0.39 1539 100.00
Neural
Network
PER_UPC (Specific
H 8 100.0 2.34 Model) 11 0,91 45605 |315.825.625 1671832 ]0.39 1600 86.49




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H9 99.99 0.07 Model) 11 0,91 128097 (3.170.725.356.478.610 |1684871 |0.39 1613 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_10 99.98 0.02 Model) 11 0,91 61694 |32.031.917.631.917.600 (1644285 |0.39 1554 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_ 11 99.99 0.0 Model) 11 0,91 115365 (31.969.738.480.697.300/1691403 |0.39 1606 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_ 12 99.99 0.01 Model) 11 0,91 106242 (32.053.188.775.510.200/1661849 |0.39 1568 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_13 99.99 0.01 Model) 11 0,91 83717 |324.494.418.910.046  [1626616 |0.39 1523 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_14 99.99 0.05 Model) 11 0,91 80498 |3.178.291.905.672.400 [1646456 |0.39 1569 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_15 99.99 0.02 Model) 11 0,91 96443 |3.241.302.631.578.940 (1617470 |0.39 1520 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_16 100.0 0.1 Model) 11 0,91 104981 (32.078.164.556.962.000|1673741 |0.39 1580 100.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_17 99.99 1.68 Model) 11 0,91 83878 |3.177.566.037.735.840 [1670794 |0.39 1590 66.67
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_18 99.99 0.01 Model) 11 0,91 82590 |3.190.406.504.065.040 (1679582 |0.39 1599 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_19 100.0 58.71 Model) 11 0,91 4703 2.519.483.372.921.610 |2792222 |0.39 3368 95.60
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_20 100.0 0.15 Model) 11 0,91 101470 (3.220.702.426.564.490 |1655402 |0.39 1566 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_ 21 100.0 0.04 Model) 11 0,91 74232 |3.155.722.506.393.860 (1629879 |0.39 1564 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_22 99.94 7.72 Model) 11 0,91 28880 |2.987.040.650.406.500 (1817854 |0.39 1845 95.77
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_23 99.97 0.78 Model) 11 0,91 117350 (32.499.302.473.050.000/1680909 |0.39 1577 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_24 97.5 0.04 Model) 11 0,91 7983 2.848.603.417.796.110 |1583788 |0.39 1697 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_25 99.98 03.05 Model) 11 0,91 20282 |2.945.703.624.733.470 (1818748 |0.39 1876 95.24
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_26 99.99 0.0 Model) 11 0,91 99370 |3.206.555.697.823.300 (1651461 |0.39 1562 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_27 100.0 0.04 Model) 11 0,91 57904 |3.191.851.851.851.850 [1676607 |0.39 1593 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_28 100.0 0.24 Model) 11 0,92 85131 |31.505.797.101.449.200(1633911 |0.39 1587 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_29 99.98 0.0 Model) 11 0,91 61089 |32.059.601.798.330.100 (1647558 |0.39 1557 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_30 99.95 8.8 Model) 11 0,91 23741 |2.854.858.174.316.650 (1824286 |0.39 1939 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_ 31 99.99 0.1 Model) 11 0,91 73377 |31.535.654.952.076.600 (1623138 |0.39 1565 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_32 99.99 0.05 Model) 11 0,91 92506 |3.177.084.893.882.640 (1678735 |0.39 1602 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_33 99.99 0.56 Model) 11 0,91 101475 (3.201.203.585.147.240 |1648240 |0.39 1562 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_34 99.99 0.18 Model) 11 0,91 67569 |3.194.722.741.433.020 (1688817 |0.39 1605 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_35 99.99 0.05 Model) 11 0,91 78125 |3.164.274.143.302.180 (1676420 |0.39 1605 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_36 100.0 0.15 Model) 11 0,91 100718 (3.267.694.848.084.540 |1626935 |0.39 1514 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_37 99.98 0.03 Model) 11 0,91 24328 |3.101.826.252.377.930 (1603226 |0.39 1577 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_38 100.0 1.57 Model) 11 0,91 143833 (31.859.178.743.961.300|1732769 |0.39 1656 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_39 99.99 0.0 Model) 11 0,91 79026 |3.168.859.536.082.470 (1626245 |0.39 1552 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_40 99.99 0.34 Model) 11 0,91 107243 (3.226.363.636.363.630 |1610101 |0.39 1518 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_41 100.0 0.17 Model) 11 0,92 90557 |31.786.230.529.595.000 (1668524 |0.39 1605 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_42 99.99 0.06 Model) 11 0,91 78042 |322.290.527.654.164 [1666619 |0.39 1573 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_43 99.99 0.05 Model) 11 0,91 52083 |3.182.689.180.737.960 (1674161 |0.39 1599 100.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_44 99.99 0.02 Model) 11 0,91 86754 |3.211.276.595.744.680 (1694127 |0.39 1598 66.67




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_45 100.0 0.07 Model) 11 0,91 85276 |32.338.602.220.770.700 (1626224 |0.39 1531 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_46 100.0 0.01 Model) 11 0,91 66180 |3.178.508.997.429.300 (1628033 |0.39 1556 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_47 99.99 0.01 Model) 11 0,91 136220 (32.597.915.309.446.200|1639649 |0.39 1535 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_48 99.99 0.03 Model) 11 0,91 72895 |32.229.545.454.545.400 (1634472 0.39 1540 0.00




Neural

Network

PER_UPC (Specific

H_49 99.99 0.0 Model) 11 0,91 82395 |32.060.152.768.936.900 (1660804 |0.39 1571 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_50 99.99 0.1 Model) 11 0,91 71334 |31.696.004.993.757.800 (1676751 |0.39 1602 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_51 99.99 0.08 Model) 11 0,91 111780 (3.206.884.715.025.900 |1632586 |0.39 1544 0.00
Neural
Network

PER_UPC (Specific

H_52 99.99 0.11 Model) 11 0,91 107726 (31.885.078.369.905.900|1679351 |0.39 1595 0.00




PER_UPC
H_53

99.99

0.16

Neural
Network
(Specific
Model)

11

0,91

98501

320.290.751.829.674

1581335

0.39

1503

0.00




Anexo 24. Evaluacion de completitud mediante BUSCO

Complete  BUSCOs|Complete and single-copy BUSCOs|Complete and duplicated BUSCOs |Fragmented BUSCOs |Missing BUSCOs
Directory © (S) (D) (F) (M)
PER_UPCH_1 |102 102 0 9 13
PER_UPCH_3 (102 102 0 9 13
PER_UPCH_4 (101 101 0 10 13
PER_UPCH_6 [101 101 0 10 13
PER_UPCH_7 (101 101 0 10 13
PER_UPCH_8 [100 99 1 10 14




PER_UPCH_9 (103 103 8 13
PER_UPCH_10{103 103 8 13
PER_UPCH_11[101 101 9 14
PER_UPCH_12(102 102 9 13
PER_UPCH_13(99 99 12 13
PER_UPCH_14(103 103 8 13
PER_UPCH_15(102 102 8 14
PER_UPCH_16(102 102 9 13




PER_UPCH_17|97 9% 1 14 13
PER_UPCH_18|101 101 0 10 13
PER_UPCH_19(86 35 51 24 14
PER_UPCH_20(102 102 0 9 13
PER_UPCH_21[101 101 0 10 13
PER_UPCH_22(100 86 14 11 13
PER_UPCH_23|103 103 0 8 13
PER_UPCH_24(97 97 0 11 16




PER_UPCH_25|100 97 3 11 13
PER_UPCH_26|102 102 0 9 13
PER_UPCH_27(103 103 0 8 13
PER_UPCH_28(100 100 0 10 14
PER_UPCH_29[101 101 0 10 13
PER_UPCH_30(100 89 11 12 12
PER_UPCH_31(99 99 0 11 14
PER_UPCH_32(104 104 0 6 14




PER_UPCH_33(100 100 11 13
PER_UPCH_34[101 101 10 13
PER_UPCH_35(103 103 7 14
PER_UPCH_36|100 100 11 13
PER_UPCH_37(99 99 12 13
PER_UPCH_38|101 101 10 13
PER_UPCH_39(105 105 6 13
PER_UPCH_40{100 100 10 14




PER_UPCH_41|101 101 10 13
PER_UPCH_42(100 100 9 15
PER_UPCH_43(100 100 9 15
PER_UPCH_44(103 103 8 13
PER_UPCH_45(103 103 8 13
PER_UPCH_46(100 100 10 14
PER_UPCH_47/101 101 9 14
PER_UPCH_48|101 101 10 13




PER_UPCH_49(104 104 8 12
PER_UPCH_50{103 103 8 13
PER_UPCH_51{100 100 11 13
PER_UPCH_52(103 103 8 13
PER_UPCH_53(101 101 10 13




Anexo 25. Mapeo de lecturas al ensamblado de novo

Total de 0 veces 1vez Mas de 1 vez Tasa de
Lecturas | alineados | alineados alineados alineacion total
PER UPCH 1 [491409 [26.70 72.25 1.06 99.59
PER UPCH 3 |272290 |32.64 66.33 1.04 99.79
PER UPCH 4 |314456 |42.41 57.04 0.55 99.81
PER UPCH 6 |322244 [21.84 76.93 1.23 99.66
PER UPCH 7 |495379 [25.44 73.42 1.14 99.67
PER UPCH 8 |255560 |31.17 65.61 3.22 99.59
PER UPCH 9 |985677 [13.21 85.75 1.04 99.40
PER UPCH 10 (579095 [12.01 87.32 0.67 99.66
PER UPCH 11 (182074 20.50 75.34 4,16 97.74
PER UPCH 12 (397834 |27.64 71.76 0.60 99.89
PER UPCH 13 (566702 [17.63 81.50 0.88 99.93
PER UPCH 14 (1161793 |8.00 91.25 0.75 99.33
PER UPCH 15 (131428 |14.47 84.97 0.56 99.18
PER UPCH 16 (368813 [13.30 85.42 1.28 99.79
PER UPCH 17 (485243 |23.53 74.89 1.58 99.61
PER UPCH 18 (468082 (21.86 77.30 0.83 99.70
PER UPCH 19 (314158 [21.66 31.94 46.39 99.06
PER UPCH 20 (242003 |21.63 77.61 0.76 99.69
PER UPCH 21 (438756 |21.99 77.15 0.86 99.88
PER UPCH 22 (628532 (21.37 72.54 6.09 99.46




PER UPCH 23 (293615 [20.05 78.34 1.62 99.71
PER UPCH 24 (49548  |16.90 82.47 0.64 97.13
PER UPCH 25 [1039164 |18.87 74.68 6.44 99.56
PER UPCH 26 |405953 |37.20 61.95 0.85 99.63
PER UPCH_ 27 |132057  [20.39 78.57 1.04 99.59
PER UPCH 28 (221470  |27.93 71.25 0.82 99.85
PER UPCH 29 |358874 [26.75 72.64 0.61 99.87
PER UPCH 30 455361 |24.31 69.43 6.27 99.54
PER UPCH 31 (394759 [25.30 73.82 0.88 99.84
PER UPCH 32 [469331 |17.43 81.61 0.96 99.64
PER UPCH 33 /408813 [25.79 72.50 1.72 99.81
PER UPCH 34 (210310 |12.09 86.27 1.64 99.54
PER UPCH_35 |407892 [23.75 75.50 0.75 99.87
PER UPCH 36 (630198 |16.65 82.45 0.90 99.51
PER UPCH 37 |46794  [25.64 73.60 0.77 99.29
PER UPCH 38563329 [19.21 79.13 1.66 99.24
PER UPCH 39 563887 |19.83 78.67 1.50 99.59
PER UPCH 40 417458  [23.28 76.05 0.67 99.73
PER UPCH 41 461601 [24.44 74.64 0.92 99.81
PER UPCH 42 (394179 [23.79 75.05 1.16 99.84
PER UPCH 43 483780 |[21.16 77.78 1.06 99.77
PER UPCH 44 (393115 |[21.52 76.99 1.48 99.83
PER UPCH 45 (278356 |33.59 65.57 0.84 99.89
PER UPCH 46 |385860 |24.88 74.32 0.80 99.87




PER UPCH 47 |379973 [26.98 72.21 0.81 99.93
PER UPCH 48 |311903 |[37.35 61.83 0.82 99.83
PER UPCH 49 |479606 |14.15 84.47 1.38 99.91
PER UPCH 50 (343322 |30.68 68.48 0.84 99.82
PER UPCH 51 [257962  |30.86 68.20 0.94 99.78
PER UPCH 52 (316522  |25.56 73.21 1.23 99.90
PER UPCH 53 |354601 |28.55 70.82 0.63 99.90




Anexo 26. Mapeo de lecturas a los ensamblados de alta calidad PER_UPCH_20y PER_UPCH_9.

Mapeo de lecturas al ensamblado de novo

Ensamblado PER_UPCH_20

VA B A # / &

Ensamblado PER UPCH-9

Read Density
Read Density

PP PP E P E A

La evaluacion del mapeo de lecturas sobre los ensamblajes de novo PER_UPCH_20 y PER_UPCH_9 muestra una cobertura uniforme a lo largo del genoma, indicando

un ensamblaje de buena calidad Se observaron picos de alta densidad de lecturas, que podrian corresponder a regiones genémicas conservadas, duplicaciones o artefactos
de secuenciacion.



Anexo 27. Mapeo de lecturas de los ensamblados de alta calidad PER_UPCH_20 y PER_UPCH_9 al genoma de referencia

Mapeo de lecturas al genoma de referencia

PER_UPCH_20 vs Genoma de referencia PER UPCH-9 vs Genoma de referencia

il s g
s
F

Read Density
Read Density

§

Se muestran una cobertura uniforme a lo largo del genoma de referencia, lo que indica que los ensamblados PER_UPCH_20 y PER_UPCH_9 son de alta
calidad. Los picos de alta densidad observados en ambos graficos pueden ser de interés para estudios posteriores, ya que pueden representar regiones
gendmicas conservadas, duplicaciones, o artefactos de secuenciacion. La uniformidad en la cobertura sugiere que los ensamblados representan fielmente

el genoma objetivo, con pocas regiones significativamente subrepresentadas o sobrerepresentadas.



Anexo 28. Mapeo de lecturas a los ensamblados de media calidad PER_UPCH_26 y PER_UPCH_4.

Mapeo de lecturas al ensamblado de novo PER_UPCH_26 y PER_UPCH_4

Ensamblado PER UPCH-26 Ensamblado PER UPCH-4

_ Read Density

g Read Density
8
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Vg P PP F PP rrrsrs?

7 & VAR B GV BT 7z &

° 0

El mapeo de lecturas a los ensamblajes PER_UPCH-4 y PER_UPCH-26, mostrd una cobertura uniforme con picos de alta densidad de lecturas. Estos picos sugieren

regiones con alta actividad transcripcional, duplicaciones o elementos estructurales complejos, destacando areas de interés biolégico o médico.



Anexo 29. Mapeo de lecturas a los ensamblados de media calidad PER_UPCH_26 y PER_UPCH_4 al genoma de referencia.

Mapeo al genoma de referencia

PER UPCH-26 vs Genoma de referencia PER UPCH-4 vs Genoma de referencia

Read Density
Read Density

é

La mayor parte del ensamblaje muestra una cobertura adecuada, lo que indica que el mapeo de las lecturas en crudo fue eficiente y representa con fidelidad la estructura
gendmica del genoma de referencia. No obstante, las variaciones en la densidad de lecturas, especialmente las areas de menor densidad, son igualmente importantes,

pues podrian sefialar regiones donde el mapeo es menos eficiente, posiblemente por caracteristicas intrinsecas de las secuencias como regiones repetitivas o secuencias

ricas en GC.



Anexo 30. Mapeo de lecturas al ensamblado de baja calidad del ensamblado PER_UPCH_19.

Ensamblado PER UPCH-19

MMMM u|i“HhWmIhuﬂ]ln\mmli
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i

Read Density

§

Se observa una heterogeneidad notable en la distribucién de lecturas a lo largo del ensamblado, con picos que alcanzan hasta 1000 unidades de densidad. Esta variabilidad
en la cobertura indicé diferencias en la representacion de diversas regiones del ensamblado. La heterogeneidad en la cobertura de secuenciacién observada en el
ensamblado PER UPCH-19 plantea desafios significativos que afectan la calidad y precision de los andlisis genémicos. Las regiones con baja cobertura son susceptibles
a errores en el ensamblado, lo que puede llevar a representaciones gendmicas fragmentadas o incorrectas. Esta variabilidad también complica la deteccion de variantes
genéticas, especialmente aquellas sutiles o en regiones complejas, reduciendo la sensibilidad del analisis



Anexo 31. Mapeo de lecturas del ensamblado de baja calidad PER_UPCH_9 al genoma de referencia.

PER_UFCH_19 vs Genoma de referencia

Read Density

S
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&

Luego se compar6 las lecturas del ensamblado PER_UPCH_19 contra el genoma de referencia, y se observé mayor uniformidad. Los picos notables en la densidad de

lecturas sugieren ser regiones de variacion estructural entre PER_UPCH-19 y el genoma de referencia, o potencialmente regiones donde el genoma de referencia contiene

elementos repetitivos que capturaron mas lecturas.



Anexo 32. Anotacion de ensamblados de Helicobacter pylori mediante Backta
Ensambla [Length |GC |N ratio|codin [tRNA|tmRN |[rARN [ncARN |ncRN |CRISP |CDS |pseudogene |hypothetica |signal SORFs |gaps |oriCs|oriVs |oriTs
do g S As S S A R S S Is peptides

densit region |arrays

y S
PER_UPC 164148 |38.
H_1 0 8 0.0 919 |36 1 3 10 2 0 1534 |9 25 0 5 0 2 0 0
PER_UPC |164043|38.
H_3 0 8 0.0 919 |36 1 3 10 2 0 1534 |9 25 0 5 0 2 0 0
PER_UPC (162968 |39.
H_ 4 0 1 100 90.4 |36 1 3 9 1 0 1515 |6 17 0 4 0 1 0 0
PER_UPC |167517 |38.
H_6 0 8 0.0 90.0 |37 1 3 10 0 0 1555 |11 22 0 4 0 1 0 0




PER_UPC |163345 |39.
H 7 3 0 |00 [91.0 |36 1519 11
PER_UPC |167183[39.
H 8 2 2 loo [87.9 |37 1525 33
PER_UPC |168487 |38.
H9 1 8 (0.0 [90.1 |36 1567 20
PER_UPC |164428 |38.
H_10 5 9 |00 |90.1 |36 1515 18
PER_UPC |169140 |38.
H 11 3 8 (0.0 |90.4 |36 1558 20
PER_UPC |166184 |39.
H 12 9 0 |00 [90.3 |36 1539 12




PER_UPC |162661 |38.
H_13 6 9 |00 [91.0 |36 5 1492 14
PER_UPC |164645 |38.
H 14 6 9 loo [904 |36 8 1540 20
PER_UPC 161747 |39.
H_15 0 0 |00 |90.6 |36 9 1482 17
PER_UPC |167374|39.
H_16 1 0 |00 |90.8 |36 8 1556 21
PER_UPC |167079 |39.
H 17 4 0 oo [89.9 |37 10 1548 24
PER_UPC |167958 |38.
H_18 2 8 |00 [90.1 |36 7 1552 18




PER_UPC |165540 |38.
H_20 2 8 |00 [90.9 |37 1534 |2 12
PER_UPC |162987 |38.
H 21 9 9 loo [90.2 |36 1518 |7 18
PER_UPC 181785 |38.
H 22 4 8 |00 (847 |40 1678 |12 79
PER_UPC |168090 |38.
H_23 9 8 (0.0 |905 |36 1545 |6 18
PER_UPC |158378 |39.
H 24 8 0 oo [79.9 |34 1449 |16 97
PER_UPC |181874|38.
H_25 8 8 |00 [826 |37 1642 |9 75




PER_UPC |165146 |38.
H_26 1 9 |00 |90.6 |36 10 1531 |10 20
PER_UPC |167660 |38.
H 27 7 7 100 |90.1 |36 8 1555 |7 22
PER_UPC |163391 |38.
H 28 1 8 (0.0 |91.1 |36 8 1546 |19 30
PER_UPC |164755 |38.
H_29 8 9 |00 |90.1 |36 8 1519 |11 13
PER_UPC |182428 |38.
H_30 6 8 |00 [81.2 |38 9 1658 |12 83
PER_UPC |162313 |38.
H 31 8 9 |00 |90.8 |36 7 1527 |5 22




PER_UPC (167873 |38.
H_32 5 7 0.0 90.2 |36 8 1565 |7 24
PER_UPC (164824 |38.
H_33 0 9 0.0 904 |36 11 1519 (3 20
PER_UPC (168881 |38.
H_34 7 8 (0.0 89.9 |36 9 1564 |9 20
PER_UPC (167642 |38.
H_35 0 7 (0.0 90.3 |36 8 1568 |11 26
PER_UPC (162693 |38.
H_36 5 9 |00 90.8 |36 9 1498 |5 10
PER_UPC (160322 |39.
H_37 6 0 0.0 875 |36 8 1485 |8 29




PER_UPC 173276 |39.
H_38 9 2 oo [90.7 |36 8 1630 |10 47
PER_UPC |162624 |39.
H_ 39 5 2 oo [90.1 |36 6 1517 |17 25
PER_UPC 161010 |39.
H_40 1 0 oo [91.1 |36 8 1492 |4 10
PER_UPC |166852 |38.
H 41 4 7 oo [90.9 |36 8 1560 |7 23
PER_UPC |166661 |39.
H_42 9 0 |00 |90.6 |36 11 1540 |10 27
PER_UPC |167416 |38.
H_43 1 9 oo [89.9 |36 11 1537 |10 27




PER_UPC (169412 |38.
H_44 7 8 0.0 90.2 |36 11 1561 |6 20
PER_UPC (162622 |38.
H_45 4 9 0.0 90.8 |36 6 1502 |3 22
PER_UPC (162803 |38.
H_46 3 9 |00 90.1 |36 10 1513 |10 16
PER_UPC (163964 |38.
H_47 9 9 |00 91.3 |36 7 1508 |8 12
PER_UPC (163447 |38.
H_48 2 9 |00 90.2 |36 7 1501 |4 17
PER_UPC [166080 |38.
H_49 4 9 0.0 90.2 |36 9 1543 |14 21




PER_UPC (167675 |38.
H_50 1 8 0.0 89.9 |36 1570 |10 32
PER_UPC (163258 |39.
H_51 6 0 |0.0 90.7 |36 1523 |6 23
PER_UPC [167935 |39.
H_52 1 0 |00 90.5 |36 1570 |7 21
PER_UPC (158133 |39.
H_53 5 1 |0.0 91.1 |36 1474 18 16




Anexo 33. Mapa de calor de mutaciones en ARNr 23S relacionadas con la

resistencia a claritromicina
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada

Resistencia

B Resistente
W sensible

Mutacion

W Presente
W Ausente

cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones

especificas asociadas con la resistencia a la claritromicina.



Anexo 34. Genotipos potenciales de CLR-R codificados en aislados clinicos de

H. pylori

Fenotipo CLA-S*|Fenotipo CLA-R*
Genotipo n0 nl n0 nl
Mutaciones dentro del dominio V 27 7 2 14
A2142G 34 0 9 7
A2143G 32 2 11 5
T2182C 29 5 14 2
Mutaciones fuera del dominio V 31 3 14 2
C1944T 34 0 15 1
G1959A 33 1 16 0
T1965C 34 0 15 1
G1940A 32 2 16 0

(*) n0: n° de aislados sin el genotipo; nl1: n° de aislados que codifican el genotipo

(**) Las mutaciones se muestran como sustituciones de nucleétidos en las secuencias genéticas. Los
genotipos aqui indicados se identificaron

durante el cribado del gen ARNr 23S completo para detectar mutaciones especificas que se habian
relacionado con CLA-R (es decir,

T1942C, G1939A, C2147G, G2172T, T2182C, A2116G, A2142G, A2143G, A2144G/T, A2115G,
G2111A, A2142C,

T2717C, T2289C, G2224A y C2245T) No pudo detectarse ningin genotipo putativo adicional
codificador de CLA-R en el gen rpl22 (es decir,

T265_T266insTTCCATGTA y 226 _228delGTG) en contraste con el gen infB, que mostré una
mutacion G160A



Anexo 35. Mapa de calor de mutaciones en gyrA relacionadas con la

resistencia a levofloxacino
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones

especificas asociadas con la resistencia a levofloxacino.



Anexo 36. Genotipos potenciales de LEV-R codificados en aislados clinicos de

H. pylori

Fenotipo LEV-S*|Fenotipo LEV-R*
Genotipo n0 nl n0 nl
gyrA
Mutationes dentro y fuera del QRDR
Mutationes del QRDR (A71 to Q110) 3 4
Mutations en el codon N87 4 2 22 21
N87I 6 1 32 11
N87K 7 0 35 8
N87T 6 1 41 2
Mutations en el codon D91 7 0 23 20
D91G 7 0 34 9
D91IN 7 0 35
DI1Y 7 0 40 3
Mutationes fuera del QRDR
Mutations en el codon V199A 1 5 18 25
Mutations en el codon V199M 7 0 42 1
gyrB
D481E 7 0 42
R579C 7 0 42

(*) n0: n° de aislados sin el genotipo; nl: n° de aislados que codifican el genotipo

Anexo 37. Alineamiento de la proteina gyrA de referencia de H. pylori y las proteinas

de H. pylori de este estudio.

uw 1918.1 ONA gyrace subundt A [Helcodectes
e (ATP-hycralying) metunt A |
w pesomerdse (ATP-hydrehynng) subunt A
OMA topoisomerase (ATP-hydrahyang) subunt A
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Se muestra un alineamiento multiple de secuencia de aminoacido gyrA donde se observa
sustituciones en la posicién 87 y 91.



Anexo 38. Mapa de calor de mutaciones en gen gyrB relacionados con la

resistencia a levofloxacino.
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada cepa. Las
columnas subsiguientes indican la presencia o0 ausencia de mutaciones especificas

asociadas con la resistencia a levofloxacino.



Anexo 39. Mapa de calor de mutaciones en los motivos PBP1A (SXXK, SXNy

KTG) y cercanos a ellos en ensamblados de H. pylori

En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones

especificas asociadas con la resistencia a amoxicilina.



Anexo 40. Genotipos potenciales de AMX-R codificados en aislados clinicos

de H. pylori

Fenotipo AMOX-S* |Fenotipo AMOX-R*
Genotipo n0 nl n0 nl
pbp1 gene
Mutacion en el codon V16l 11 13 7 19
Mutacion en el codon A69V 22 2 26 0
Mutacion en el codon L141| 22 2 25 1
Mutacion en el codon G242S 18 6 20 6
Mutacion en el codon V374L 23 1 21 5
Mutationes en el codon E406M/A/T/V 11 13 8 17
Mutacion en el codon E406M 24 0 25 1
Mutacion en el codon E406A 12 12 13 13
Mutacion en el codon E406T 24 0 23 3
Mutacion en el codon E406V 23 1 23 3
Mutacion en el codon S414R 24 0 25 1
Mutacion en el codon V469M/A 24 0 22 3
Mutacion en el codon V469M 24 0 25 1
Mutacion en el codon V469A 24 0 24 2
Mutacion en el codon A474T 22 2 24 2
Mutacion en el codon N504D 21 3 23 3
Mutations at codon S543 (H/R) 21 3 22 4
Mutacion en el codon S543R 21 3 22 4
Mutations of the PBP-motif KTG555_557 22 2 25 1
T556S 22 2 25 1
Mutations at codon T558S 23 1 26 0
Mutations at codon N562 (D/H/Y) 22 2 22 3
Mutations at codon N562D 22 2 25 1
Mutations at codon N562Y 24 0 24 2
Mutations at codon T593(A/G/P/S) 17 7 16 10
Mutations at codon T593A 19 5 18 8
Mutations at codon T593G 23 1 25 1
Mutations at codon T593P 24 0 25 1
Mutations at codon T593S 23 1 26 0
Mutations at codon G595S 22 2 21 5
pbp2 gene
S494N 18 6 19
A541V 24 0 25
HefC
del811_812 22 2 15 11
HofH




k2290 | 24] 0| 21

(*) nO: n° de aislados sin el genotipo; n1: n° de aislados que codifican el genotipo



Anexo 41. Mapa de calor de mutaciones en los motivos PBP2 y cercanos a ellos

en ensamblado de H. pylori
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones
especificas asociadas con la resistencia a amoxicilina



Anexo 42. Mapa de calor de mutaciones relacionadas a bombas de eflujo (hofH,

hefC y hopC) en ensamblado de H. pylori.
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones
especificas asociadas con la resistencia a amoxicilina



Anexo 43. Alineamiento multiple de secuencias de aminoéacidos de la proteina
HofH entre la cepa de referencia y los ensamblados de estudio.

En la primer fila se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina HofH de
referencia y luego las siguientes filas los ensamblados de estudio.



Anexo 44. Mapa de calor de mutaciones en el gen rdxA en ensamblados de H.
pylori
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones

especificas asociadas con la resistencia a metronidazol.



Anexo 45. Alineamiento de la secuencia de la proteina rdxA del ensamblado
PER_UPCH_6y de la cepa de referencia H. pylori 26695.

Se muestra una delecion 482_484(del TTG, posiciones eliminadas) lo que afecté a
los aminoé&cidos en la posicion 161y 162, y se insertd un aminoécido arginina en
su lugar.



Anexo 46. Mapa de calor de codones stop prematuro en rdxA
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de
cada cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de
codones stop prematuro relacionadas con la resistencia a metronidazol
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Framésﬁiqft-;}ér-i.ant en el ensamblado PER_UPCH_ 28. Se observa un cambio de
marco de lectura desde la posicién 14 causada por la eliminacion de una adenina
en la posicién 41 del cDNA.

Anexo 48. Frameshift variant en el ensamblado PER_UPCH 41
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Se observo un cambio de marco de lectura desde la posicion 62 de la proteina
causado por la eliminacion de dos timinas y la insercion de GTA 184 185.



Anexo 49. Frameshift variant en el ensamblado PER_UPCH_50:

El ensamblado PER_UPCH_50 presentdé una mutacion compleja c¢.192dupA
p.GIn65fs, caracterizada por la duplicacion de una adenina en la posicion 192 del
cDNA. Esta duplicacién provocé un desplazamiento del marco de lectura a partir
de la glutamina en la posicion 65 de la proteina, alterando toda la secuencia de
aminoéacidos subsiguiente. Este tipo de cambio, conocido como "frameshift", pudo
tener varias consecuencias importantes: la produccion de una secuencia de
aminoacidos completamente diferente, la generacion de un codon de parada
prematuro que terminaba la traduccion de manera anticipada, y la creacién de una

proteina truncada potencialmente no funcién.



Anexo 50. Mutaciones simples y complejas en la secuencia de aminoacido de

frxA en los ensamblados de H. pylori
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones
especificas relacionadas con la resistencia a metronidazol



Anexo 51. Mapa de calor de mutaciones en rclc, HP0370 y HP918 genes putativos

relacionados a la resistencia a metronidazol.
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de
cada cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de
mutaciones especificas relacionadas con la resistencia a metronidazol



Anexo 51. Mapa de calor de mutaciones en fur, ribf, sodB y recA relacionados a

la resistencia a metronidazol.
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de
cada cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de
mutaciones especificas relacionadas con la resistencia a metronidazol



Anexo 52. Mapa de calor de mutaciones 926 a 928 del ARNr 16S relacionados

a la resistencia de tetraciclina en H. pylori.
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de
cada cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de
mutaciones especificas asociadas con la resistencia a tetraciclina



Anexo 53. Mapa de calor de mutaciones en las posiciones 926 al 928 del ARNr

16S relacionados a la resistencia de tetraciclina en H. pylori.
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En la primera columna se reporta el perfil de susceptibilidad fenotipico de cada
cepa. Las columnas subsiguientes indican la presencia o ausencia de mutaciones
especificas asociadas con la resistencia a tetraciclina.






