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RESUMEN

Se hizo una revisidn sobre el tema de la resistencia a antibidticos en Helicobacter
pylori dirigida a especialistas de la salud, particularmente a los gastroenterdlogos.
Se sabe que la actualizacidon constante resulta una importante herramienta para
combatir la infeccion por H. pylori y evitar el aumento de la resistencia del
microorganismo a los antibiéticos de eleccién en nuestro pais. Se abordaron los
mecanismos moleculares de accidn de los antibiéticos mas empleados en las
terapias erradicadoras (metronidazol, amoxicilina, tetraciclina y claritromicina); asi
como los genes del microorganismo involucrado en la resistencia a cada antibiético.
Se aportaron datos sobre otros antibidticos menos usados, como la levofloxacina y
ciprofloxacina. Se incluyeron, ademas, los métodos mas usados para detectar la
resistencia de la bacteria a cada antibiético.

Palabras clave: Helicobacter pylori, resistencia, antibiéticos, métodos de
deteccion.

ABSTRACT

A review on the topic of resistance to antibiotics in Helicobacter pylori directed to
health specialists and, particularly, to gastroenterologists was made. It is known
that the constant updating is an important tool to fight H. pylori infection and to
prevent the increase of the resistance of the microorganism to election antibiotics in
our country. The mollecular mechanisms of action of the antibiotics most commonly
used in erradication therapies (metronidazole, amoxicillin, tetracycline and
claritromicine), as well as the genes of the microorganism involved in the resistance
to every antibiotic, were approached. Data on other less used antibiotics, such as



levofloxacin and ciprofloxacin were given. The most used methods to detect the
resistance of the bacterium to each antibiotic were also included.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un microorganismo que posee una morfologia bacilar y
espirilada, es microaerofilico y coloniza eficientemente el estbmago humano. Esta
bacteria fue aislada por primera vez en 1983 por Marshall y Warren y este
descubrimiento revoluciond los estudios de las enfermedades gastrointestinales, los
cuales a partir de ese momento tuvieron una 6ptica diferente.! La infeccién por H.
pylori ha ido en aumento en las diferentes areas geogréficas, su diseminacion
resulta mucho mayor en paises en vias de desarrollo aunque los estudios se
concentran fundamentalmente en paises desarrollados que poseen un gran
potencial cientifico. Se estima que mas del 50 % de la poblacién mundial esta
infectada con este patdgeno, particularmente en paises en vias de desarrollo la tasa
de infeccion sobrepasa el 80 % de la poblacién.? La persistencia de la infeccién con
H. pylori puede ocasionar la aparicion de diversas afecciones como gastritis, Ulcera
gastrica o duodenal, carcinoma del tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) y
cancer gastrico, por lo anterior es considerado el principal agente etiolégico para la
mayoria de los desdrdenes gastricos y fue declarado en 1994, por la Organizacion
Mundial de la Salud, como agente carcinogénico de tipo | para el hombre.?

En estudios realizados in vitro, H. pylori mostré ser susceptible a una amplia gama
de antibioticos, pero la mayor parte de ellos pierden su actividad in vivo por las
condiciones de pH bajo existentes en el estbmago. Esta limitante ha traido como
consecuencia el uso de inhibidores de la bomba de protones (omeprazol,
lanzoprazol) en la terapia, los cuales facilitan la accidon de los antibidticos. Los
antibiéticos mas frecuentemente usados en el tratamiento de la infeccidon con H.
pylori son el metronidazol, la amoxicilina, la tetraciclina y la claritromicina. No
obstante, se han utilizado otros en menor medida, tal es el caso de la
ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina, azitromicina, eritromicina, furazolidona
y nitrofurantoina.*® Actualmente, la terapia que se considera correcta por los
grupos mas prestigiosos que estudian a H.pylori es la triple terapia (2 antibidticos y
1 inhibidor de la bomba de protones) y en caso de fallo, la cuadruple terapia que
incluye, ademas de la triple medicamentacion, sales de bismuto.® El principal
objetivo de esta revision es actualizar el conocimiento de los mecanismos y formas
de deteccidn de la resistencia a los antibiéticos empleados en la terapia contra H.

pylori.

RESISTENCIA DE H. PYLORI A LOS ANTIBIOTICOS EMPLEADOS
EN LA TERAPIA

Metronidazol

En el tratamiento contra H. pylori, el metronidazol es uno de los antibidticos mas
utilizados a escala mundial, su empleo en otras afecciones de forma indiscriminada



ha traido como resultado el desarrollo de altos niveles de resistencia.” En la terapia
se emplean dosis de 500 mg, 2 veces al dia de 1 a 2 sem.?

El metronidazol es un antibiético bactericida que pertenece al grupo de los
nitroimidazoles, es un compuesto heterociclico con un nucleo de 5 atomos de
carbono y 1 radical nitro (NO,), que es su grupo funcional. Cuando entran a la
célula diana los nitroimidazoles son activados por un proceso de transferencia de
electrones, mediado por la enzima NADPH nitrorreductasa, transformandolos en
intermediarios imidazoles que causan darfios letales a las estructuras celulares y
fragmentando al ADN.®*°

Existen 2 genes que, se ha demostrado, estan involucrados en la resistencia de H.
pylori a este antibiético, ellos son rdxA y frxA. El gen rdxA, de aproximadamente
630 pb, codifica para una NADPH nitrorreductasa insensible al oxigeno que dona los
electrones reduciendo al metronidazol y activandolo.* Uno de los mecanismos mas
importantes en la resistencia de H. pylori a metronidazol son las mutaciones que
inactivan al gen rdxA. Estas mutaciones pueden presentarse por inserciones de
pares de bases, sustituciones que originen codones de parada o simplemente
sustituciones que en su conjunto hacen a la proteina disfuncional. No se ha
observado que exista alguna zona del gen mas importante o con mayor
predisposicion a sufrir mutaciones. Entre las mutaciones descritas pudieran citarse
los cambios de aminoacidos cisteina por tirosina (C19Y) y treonina por lisina
(T49K), que por si solos hacen que la enzima sea inactiva y la inserciéon de una
adenina en la posicidon 141 originandose un cododn de parada entre otras muchas
reportadas en la literatura.***3

El gen frxA, con una talla similar a rdxA (654pb), codifica para la enzima NADPH
flavinoxidorreductasa que tiene un mecanismo similar a rdxA y constituye un
importante factor en la activacion del metronidazol en el interior celular. La
resistencia debida a la disfuncionalidad de este gen se ha observado solo en
algunas cepas. En algunos casos frxA promueve por si solo la aparicion de
resistencia y en otros se presenta mutado junto a rdxA provocando ambos la
resistencia a este antibiético. El gen de frxA no presenta zonas definidas de mayor
probabilidad de mutaciones, o0 sea, que no se conocen mutaciones que tributen
directamente a un fenotipo resistente a metronidazol.** No obstante, se ha descrito
con cierta regularidad la delecién de adenina (A) en la posiciéon 54 y se han
observado también importantes cambios como el de arginina por histidina en la
posicion 16, y las sustituciones de bases adenina por guanina A217G y citosina por
timina C215T (fig. 1).*>*°

Amoxicilina

Un antibiotico fundamental en la terapia contra H. pylori es la amoxicilina, la cual
ha mostrado niveles de resistencia muy bajos en el tratamiento de H. pylori.*”*° El
modo de utilizacién consiste en 1g, 2 veces al dia por 1 o 2 sem.®

Tiene accidn bactericida y actda frente a microorganismos grampositivos y
gramnegativos, inhibiendo la biosintesis y reparaciéon de la pared bacteriana. Es una
penicilina semisintética susceptible a la accion de las betalactamasas. La base
principal de su elevada especificidad y potencia bacteriana es una estructura ciclica,
el anillo R-lactamico, el cual debe permanecer intacto para que la penicilina ejerza
su accion. La inadecuada formacién de la pared bacteriana, en las especies
susceptibles, produce un desequilibrio osmoético que afecta especialmente a las
bacterias en fase de crecimiento. La amoxicilina presenta algunas ventajas
destacables frente a otras aminopenicilinas como son: mejor absorcién a partir del
tracto alimentario, mejor capacidad para alcanzar concentraciones efectivas en los



lugares de accidon y mayor capacidad para penetrar en la pared celular bacteriana,
atributos que la hacen importante en el tratamiento de H. pylori. Para que este
antibiético cumpla su funcién es necesaria la presencia de las proteinas de unién a
penicilina (PBPs, del inglés penicillin binding proteins). Estas se encuentran
localizadas en la superficie de la membrana bacteriana y es mediante ellas que se
internaliza el antibiotico. Una vez que la amoxicilina entra, bloquea la sintesis de la
pared por interferencia del anillo B-lactamico lo que propicia la lisis celular por
desequilibrio osmético.?°

El mecanismo de resistencia que H. pylori ha creado contra la amoxicilina consiste
en mutaciones en las PBPs. Particularmente, mutaciones en la PBP1A, que presenta
mayor afinidad por la amoxicilina que las restantes proteinas de la familia por lo
que al mutar se afecta la efectividad del antibiético. Las mutaciones descritas en
este gen se localizan fundamentalmente en el motivo Il, cuya secuencia
aminoacidica es serina-lisina-asparagina (SKN402-404) y en el motivo Il1l,
compuesto por los residuos lisina-treonina-glicina (KTG555-557) o en regiones
adyacentes (region C-terminal de la proteina). Esto provoca cambios
conformacionales en las PBPs que disminuyen la afinidad de unién a la amoxicilina y
por tanto podrian dar lugar a fenotipos resistentes.?* Existen mutaciones que se
han reportado en la literatura como las mas frecuentes en las cepas resistentes, la
mutacién universal es la sustitucion de la serina de la posiciéon 414 por arginina
(S414R) la cual se ha demostrado que por si sola tributa a un fenotipo resistente.
También existen otras mutaciones con alta frecuencia de aparicibn como las
sustituciones de: serina por glicina (S402G), glutamato por alanina (E406A), serina
por treonina (S417T), treonina por serina (T555S), asparagina por tirosina
(N561Y), serina por arginina (S542R), treonina por isoleucina (T5401) e isoleucina
por valina (1562V) que en su conjunto favorecen la apariciéon de resistencia.?*?? El
mecanismo de resistencia de H. pylori a la amoxicilina ha sido bien descrito y
demostrado. En la figura 2 se muestra cOmo en las cepas resistentes, al
imposibilitarse la formacion del complejo AMX-PBP1A, se evita la accion bactericida
del antibidtico y puede crecer en presencia de este.

Tetraciclina

La tetraciclina es otro de los antibiéticos bacteriostaticos que se usa
frecuentemente en la terapia erradicadora, sobre todo en el régimen de segunda
linea. Su estructura quimica lo ubica en el grupo de las tetraciclinas y es sintetizada
de forma natural por 3 microorganismos: S. aureofaciens, S. rimosus y S.
viridofaciens.?®

En la terapia erradicadora, la dosis de tetraciclina prescrita por los médicos es de
500 mg cada 8 h alrededor de 10 dias.®

El mecanismo de accién de la tetraciclina consiste en bloquear la sintesis de
proteinas en las bacterias. Esto lo realiza uniéndose a la subunidad ribosomal 30S
del ribosoma e impidiendo la union del ARN de transferencia aminoacil (ARNt-aa) a
su sitio de unién.?*?® De esta forma, se bloquea el paso de elongacién y, en
consecuencia, se detiene la sintesis de proteinas. Esto provoca que los
microorganismos no puedan multiplicarse, lo cual convierte a este farmaco en un
potente bacteriostatico.

Desde el afio 1950, este antibiético ha sido ampliamente empleado en la practica
médica y, por este uso extensivo, muchos patégenos bacterianos han desarrollado
resistencia a este farmaco.?®



En H. Pylori, el mecanismo de resistencia a tetraciclina demostrado es la presencia
de mutaciones en el gen rrn 16S que codifica para el acido ribonucleico ribosomal
16S de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Las mutaciones se producen
fundamentalmente en el triplete de bases adenina, guanina y adenina de las
posiciones 926 a la 928 (AGAg26.928) del gen rrn 16S, justo en la llamada caja C (fig.
3) y pueden producirse como simple, dobles o hasta triples sustituciones.?®

Es un hecho ya demostrado que la concentraciéon del antibiético que una cepa
resistente es capaz de tolerar, depende directamente del nUmero de mutaciones
que presenta en el triplete de bases AGAg5.928. De esta forma, la triple sustitucion
de las bases AGAgz5.92¢ POr timina, timina y citosina, respectivamente (AGAgze-

02— TTC), permite que las cepas toleren concentraciones del antibidtico de hasta 64
mg/L, las dobles mutaciones permiten tolerar concentraciones de hasta 8 mg/L y la
simple sustitucion de una de estas bases permite tolerar concentraciones mayores
o iguales de 2 mg/L.?"%®

En los dltimos afios se ha estado debatiendo la existencia de otros posibles
mecanismos de resistencia a tetraciclina en H. pylori. Son los casos de la accién de
la proteina de eflujo TetA (P) y de un mecanismo de reducciéon de la permeabilidad
de la membrana.

En el afio 2006, Li y Dannelly evidenciaron, in vitro, el aporte de esta proteina de
eflujo TetA (P) en un evento transitorio de resistencia a tetraciclina que depende de
la presencia sostenida del antibiotico en H. pylori (resistencia inducible). Estos
investigadores realizaron experimentos donde mostraron que las mutaciones en el
gen que codifica para esta proteina favorecieron la pérdida de la resistencia
inducible a tetraciclina.?® Entre las funciones de esta proteina pudiera estar la
expulsion del antibiético fuera de la célula y la disminucidén de su concentraciéon
intracelular minimizando su efecto.

Por otra parte, también se ha expuesto la hipétesis sobre la existencia de una
reduccion de la permeabilidad de la membrana a tetraciclina. Este mecanismo
hipotético permitiria explicar la aparicién de aislados de H. pylori resistentes, que
no tienen mutaciones en la secuencia AGAg,6.928 de su rrn 16S, pero muestran
menor acumulacion intracelular de este farmaco.*°

Sin embargo, s6lo ha sido demostrada la presencia del gen que codifica para la
supuesta proteina de eflujo TetA (P) en todas las cepas de H. pylori, pudiendo o no
su accion constituir otro posible mecanismo de resistencia a tetraciclina.

Se estima que la prevalencia de la resistencia a tetraciclina es menor del 1%,
excepto en algunos pocos paises asiaticos como Corea del Sur*’, China®*' y en
Japon.®

Claritromicina
La claritromicina es el antibiético menos usado en la terapia anti-H. pylori en Cuba.

Pertenece al grupo de los macrdlidos es un derivado semisintético de la eritromicina
y constituye la droga de mas potencia contra H. pylori. Este farmaco se absorbe
mejor en la mucosa gastrica, es mas estable en pH acido y, por tanto, mas efectiva
contra H. pylori. **

La claritromicina es prescrita por los médicos en una dosis de 500 mg cada 12 h
por 10 d.®



Al igual que la tetraciclina, es un antibidtico bacteriostatico que afecta la sintesis de
proteinas. La unién del macrdlido a la subunidad ribosomal 50S del ribosoma
bacteriano impide la translocacion del complejo terciario: ARNt-aa, factor de
elongacion Ef-Tu, molécula de GTP, del sitio A al P del ribosoma, interfiriendo con la
etapa de elongacién en la sintesis de proteinas (fig. 4). La unién se realiza
mediante la formacién de puentes de hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilo
del macrélido y determinadas bases del ARNr 23S.3*

La resistencia a claritromicina en H. pylori es el resultado de mutaciones puntuales
que se presentan en el gen rrn 23S que codifica para el ARNr 23S de la subunidad
ribosomal 50S. Las mutaciones mas frecuentes son la sustitucion de la adenina por
una citosina o guanina en las posicion 2142 (A2142C, A2142G) o por una guanina
en la posiciéon 2143 (A2143G). **® Como consecuencia se produce una modificacién
en la estructura del ribosoma que afecta la unién permanente del antibiético y, por
tanto, no se afecta la sintesis de proteinas.*®

Estas mutaciones provocan que las cepas resistentes toleren concentraciones
crecientes del antibi6tico que van desde 1mg/L hasta 64 mg/L. *®3’

La prevalencia de la resistencia a claritromicina varia segun su consumo en las
diferentes regiones. En Europa y en Estados Unidos de Norteameérica se pueden
encontrar valores entre 9 y 18 %" *y en Canada se estiman valores de prevalencia
menores del 4 %.’

Los valores mas preocupantes de prevalencia se encuentran en América del Sur,
especificamente en Pert con 50 %*°y en el sureste asiatico con 29 %, valores
que son el resultado de un mayor consumo de este antibidtico en esos paises.

Otros antibi6éticos

La levofloxacina y la ciprofloxacina son antibiéticos alternativos que se usan en la
terapia contra H. pylori y que han mostrado buena efectividad en el tratamiento.
Especificamente, se prescriben en dosis de 250 mg 2 veces al dia.***? a pacientes
alérgicos a amoxicilina o a aquellos que no han erradicado el microorganismo
después de la triple terapia.

Ambos antibiéticos son bactericidas y pertenecen al grupo de las quinolonas. Su
mecanismo de accidn es similar y consiste en bloquear la replicacién del ADN
bacteriano por unién con la enzima ADN girasa.*® La accién fundamental de estas
quinolonas ocurre sobre la subunidad A de la ADN girasa (gyr A), en la regiéon
determinante de resistencia a quinolonas (QRDR, del inglés quinolone resistance-
determining region).** La resistencia de H. pylori a ciprofloxacina y levofloxacina
esta dada por mutaciones que aparecen en QRDR. Las que mas predominan son
aquellas que provocan sustituciones de aspartato por glicina (D91G) y asparagina
por lisina (N87K).*

Los niveles de resistencia son muy bajos, en el caso de la ciprofloxacina, que es el
mas empleado, se han obtenido niveles de resistencia de 5,7 %, fundamentalmente
en Europa.®>“® La levofloxacina también ha mostrado valores bajos de resistencia
en las terapias en las que ha estado incluido.**

METODOS DE DETECCION DE LA RESISTENCIA A
METRONIDAZOL, AMOXICILINA, TETRACICLINA'Y
CLARITROMICINA



Los métodos de deteccion de la resistencia se clasifican en fenotipicos o técnicas de
cultivo y genotipicos o técnicas moleculares.® Los métodos fenotipicos mas
empleados para detectar la presencia de cepas de H. pylori resistentes a estos
antibidticos son la dilucién en agar y el E-test, que han mostrado ser efectivos en
estudios de importantes grupos investigativos en esta teméatica.*?

Los estudios de comparaciéon entre estos métodos respecto a los métodos
moleculares han mostrado que sus resultados son definitivo pues se basan en la
observacion directa del microorganismo y que este sea viable, lo cual asegura la
positividad. Algunas desventajas, es que son menos consistentes, mas lentos,
necesitan suplementos especiales que son costosos, menos sensibles y fracasan en
un 10 % de los casos por contaminacién o porque la bacteria no crece.® De ahi, que
los métodos moleculares constituyen una interesante y ventajosa alternativa, ya
que son rapidos y no requieren la viabilidad de las bacterias, se obtienen resultados
reproducibles y faciles de estandarizar. Estos métodos presentan la dificultad de dar
falsos negativos por reactividad cruzada o por la presencia de inhibidores
enzimaticos, ademas de poseer un equipamiento muy costoso.®

Un método novedoso que se esta utilizando en el estudio de la resistencia de H.
pylori a metronidazol es la deteccidon de la proteina RdxA por Western Blot. En esta
técnica se emplean anticuerpos de conejo que reconocen especificamente a la
proteina RdxA mutada.*’

Una técnica molecular que resulta atil para la deteccién de las mutaciones es la
secuenciacion posterior a la amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) de un fragmento del gen donde estan las mutaciones que contribuyen a la
resistencia. Esta metodologia resulta eficiente para cualquiera de estos 4
antibiéticos.’

Para la amoxicilina, la tetraciclina y la claritromicina se sigue empleando un método
gue no por costoso ha dejado de realizarse: el PCR en tiempo real.’” Esta es una
técnica molecular donde al mismo tiempo que se amplifica por PCR el fragmento del
gen asociado a la resistencia, se van detectando las mutaciones que puedan estar
presentes mediante el uso de una sonda marcada que es complementaria al alelo
susceptible. 3748

Otra técnica molecular que también se ha usado mucho para detectar resistencia a
tetraciclina y claritromicina es el PCR-RFLP. Este es un método relativamente
simple que se basa en el hecho de que las mutaciones implicadas en la resistencia
introducen nuevos sitios de restriccion dentro del fragmento amplificado por PCR
donde estan presentes. Luego, con el uso de enzimas de restriccion que cortan en
esos sitios, los fragmentos amplificados son escindidos y dan, como resultado,
fragmentos de diferente talla molecular. Los fragmentos amplificados de las cepas
sensibles no son escindidos por las enzimas por lo que van a poder ser
diferenciados de las cepas resistentes.?

Por todo lo planteado en este articulo, se infiere que resulta de vital importancia el
estudio de la resistencia a antibidticos de cepas de H. pylori circulantes en una
region determinada. Particularmente en Cuba nunca se ha desarrollado una
investigacion de este tipo, la cual resultaria de gran relevancia por el impacto que
pudiera tener en lograr terapias erradicadoras mas efectivas.
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Fig. 1. Esquema que representa el mecanismo de accion del metronidazol que
generalmente se describe; se observa como el gen rdxA en estado salvaje activa la
nitrorreductasa NADPH que por un proceso de transferencia de electrones activa el
metronidazol ¥ propicia que gjerza su funcion,

AMx+PBEP . Cornplejo AMX-FBP

Internalizacian de AMX

Interfiere en la sintesis de peptidoglicano
de la pared bacteriana durante la replicacian.

Fig. 2. Esquema gue representa el mecanismo general de accion de la amoxicilina
en su adhesion a las proteinas de union a penicilina (PBP del ingles periciing
binding proteinz), se representa la internalizacion del antibiatico y su actividad
sobre la bacteria.
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Fig. 3. Representacion esquematica del sitio primario donde se une |la tetraciclina basada en
la estructura del ARMr165, La cavidad primaria de union esta formada por los residuos 1054
al 1056 {caja Ay, 1196 al 1200 {caja B) de la hélice 34 y los residuos 965 al 967 de la heélice
31 (caja C) {posiciones correpondientes al ARNrl165S de £ coli. Las interacciones entre la
tetraciclina y la cavidad son hidrofabicas, por puentes de hidrageno vy puentes salinos. La
sustitucion triple de bases AGAgeses7UTTC esta localizada en |la caja © y se indica con
asteriscos.
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Fig. 4 Esquema que representa el mecanismo de accion de la claritromicina, La molécula de
claritromicina se une a la subunidad ribosomas 505 e interfiere con la translocacian del
compleja terciario del sitio & al P impidiendo de esta manera la etapa de elongacion del
proceso de sintesis de proteinas,
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