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Background: Helicobacter pylori is a pathogenic bacterium that
infects a significant number of individuals. At present, therapeutic strategies to eradicate this
bacterium depend on our knowledge of its resistance to antimicrobials. Aims: To evaluate the
primary resistance of H pylori to metronidazole (Mtz), clarithromycin (Cla), and tetracycline (Tet)
in symptomatic out-patients. Material and Methods: Fifty independent isolates of H pylori were
obtained by endoscopy-assisted gastric biopsy from patients attending the University of Chile Clinical
Hospital, that previously had not been treated with an eradication regime against this bacterium.
The minimal inhibitory concentration of each antimicrobial was determined by agar dilution
method. Results: Forty five and 27% of the isolates were found to be resistant to Mtz and Tet,
respectively; the majority of these resistant isolates were from patients older than 21 years. Twenty
percent of isolates were resistant to Cla; these were distributed evenly among different ages. Thirty
two percent of the isolates were resistant to two or more of the antimicrobials. Conclusions: The
high frequency of naturally occurring, antimicrobial-resistant strains of H pylori poses a national
and world-wide problem for public health (Rev Méd Chile 2007; 135: 287-93).
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elicobacter pylori es uno de los acompafan-

tes mas antiguos y cercanos a la historia
evolutiva del hombrel. La colonizacién del est6-
mago por H pylori se asocia a un mayor riesgo de
desarrollar Ulcera péptica, adenocarcinoma y lin-
foma del estomago?3. La prevalencia de la infec-
cién varia entre 80% y 90% en los paises en
desarrollo y menos de 40% en los desarrollados*.
En Chile, la prevalencia de infeccion oscila entre
60% y 79%, dependiendo de la condicién so-
cioeconomica, de la educacién y a las condiciones
sanitarias de la poblacion estudiada®”’.

Las diferentes terapias antibioticas, frecuente-
mente, erradican la bacteria y su resultado en la
recidiva de la Ulcera péptica es notorio®®. Para
alcanzar el éxito en la erradicacién de la bacteria ha
sido necesario combinar al menos dos antibidticos
y una droga que disminuya la secrecién géstrica, ya
sea un inhibidor de la bomba de protones o un
antagonista de los receptores H2. ElI metronidazol
(Mtz) es uno de los antibiéticos utilizados en el
tratamiento de la erradicacion de H pyloril®. Tasas
altas de resistencia a Mtz se han observado en
aislados clinicos a nivel mundial, 90% en India, 50%
0 mas en Estados Unidos y Europa Occidental y
40,6% en Coreal®12 |a cual puede variar en grupos
de pacientes de acuerdo a la edad, sexo, enferme-
dades y lugares de residencia, lo que afecta
negativamente en la eficiencia del tratamien-
0101314 En Chile, especificamente en la VIII
region, la resistencia a Mtz alcanza 41,8%%5.

Este antibidtico se convierte en una forma
activa, mediante la reduccion de un grupo nitro,
lo que genera una hidroxilamina altamente muta-
génical®17, El principal mecanismo de la resisten-
cia a Mtz en H pylori se relaciona a la presencia de
mutaciones nulas en el gen rdxA, que codifica una
nitroreductasa NADPH insensible a oxigeno?’.

Otro antibioético ampliamente utilizado es la
claritromicina (Cla). La resistencia a este antibioti-
co se debe a la aparicion de diversas mutaciones
puntuales en el dominio V del gen del ARN
ribosomal de 23S que afectan la actividad peptidil
transferasal®18.19 | a creciente tasa de resistencia
a Cla observada en diversas regiones, 5,9% en
Corea, 7% en Brasil, 42,9% en los nifios y 11,1%
en los adultos de Tokiol0.1214.20.21 eg5 yna alerta
para estudiar la realidad nacional.

Un tercer antibiotico utilizado en el tratamien-
to de la erradicacién de H pylori es tetraciclina

(Tet), cuya resistencia adquirida por la bacteria es
un fenémeno de importancial®20:22, | a resistencia
a Tet se debe a mutaciones por sustitucién (AGA
926-928 TTC) en el gen que codifica el ARN
ribosomal de 16S, lo que impide la unién del
antibiético al ribosoma?3 y con ello el efecto
farmacolégico de la droga.

El propésito de este estudio fue evaluar la
prevalencia de la resistencia primaria a Mtz, Cla y
Tet en aislados clinicos de Helicobacter pylori
obtenidos de un grupo de pacientes con patolo-
gias gastroduodenales de la Region Metropolitana,
durante octubre de 2002 y mayo de 2005.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de los pacientes. EI marco muestral
correspondié a pacientes que concurrieron a la
Unidad de Gastroenterologia del Hospital Clinico
de la Universidad de Chile, para someterse a
endoscopia digestiva alta por sintomas digestivos
y cuyos resultados principales fueron gastritis
erosiva, hiperplasia nodular linfoide, esofagitis por
reflujo, hernia hiatal, Ulcera gastrica y duodenitis,
entre otras condiciones. Los pacientes aceptaron
participar voluntariamente una vez que conocie-
ron los objetivos y firmaron el consentimiento
informado, aprobado previamente por el Comité
de FEtica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. El grupo en estudio estuvo
constituido por 36 personas de sexo femenino y
20 de sexo masculino, entre 11 y 81 afios de edad
con un promedio de 40,5 afios, sin tratamiento
antibiotico en los dltimos 6 meses antes de
participar en el estudio. A cada uno se les tomd
tres biopsias, dos en antro a 2 cm del piloro y una
en el tercio superior del cuerpo, en la curvatura
mayor. Una de las muestras antrales fue sometida
al ensayo de la ureasa en la sala de endoscopia.

Tamanfo de la muestra estudiada. La prevalencia
de resistencia a Mtz desarrollada por H pylori es
de aproximadamente 40% en Chile®, por lo que la
inferencia estadistica sugiere que un tamafo de
muestra de 50 pacientes es suficiente para obser-
var diferencias estadisticamente significativas??.

Protocolo de aislamiento y crecimiento de H pylo-
ri. Las muestras fueron transportadas al laborato-
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rio, sin indicacién del resultado del ensayo de la
ureasa, en caldo soya triptona suplementado con
20% de glicerol. Las biopsias fueron maceradas y
la suspension resultante se almacend a -80°C hasta
su procesamiento. Los homogenizados de las
biopsias fueron sembrados sobre placas de agar-
soya triptona (TSA), tal como se describe en la
literatura?®26. Después de tres a cinco dias de
incubacion, cuando fue posible, se aislé diez
colonias de H pylori, las que se diseminaron
sembrandolas en placas TSA.

Determinacion de la resistencia primaria a Mtz,
Clay Tet. La resistencia primaria se definié como la
resistencia observada en los aislados clinicos de H
pylori obtenidos de pacientes que no habian sido
sometidos previamente a terapia de erradicacion de
la bacteria. En los aislados, se estudi6 la resistencia
a Mtz y Cla (Laboratorios Chile S.A.). La sensibili-
dad de los aislados a los antibi6ticos se determiné
mediante el método de la dilucién antibidtica,
utilizando una serie de diluciones de los antibioti-
cos entre 0 y 64 ug/ml%7 (Tabla 1). Las bacterias
colectadas desde un cultivo fresco fueron resuspen-
didas en solucion amortiguadora fosfato-salino y
alicuotas de 10 ul de una dilucién seriada (100 a 10
8) fueron sembradas en placas TSA. Para el estudio
de la resistencia a Tet (Sigma), se utilizaron dilucio-
nes de 0 a 2 ug/ml?°. El punto de corte para definir

la resistencia al antibi6tico se fij6 en 8 ug/ml para
Mtz, 1 ug/ml para Cla y en 2 ug/ml para Tetl217.20,

Andlisis estadistico. Los datos se presentan en
tablas con estadisticas descriptivas de posicién y
de frecuencia estratificada por grupo de edad.
Estos resultados representan el valor promedio y
el de frecuencia de tres experimentos indepen-
dientes y cuyos resultados fueron analizados
mediante el ensayo estadistico t de Student. Para
el andlisis de riesgo, se calcularon las razones de
prevalencia (RP), tomando como referencia a los
pacientes del grupo de 61 afios y mas. Para
evaluar la precision se calcularon los intervalos de
confianza de 95%. Los analisis estadisticos fueron
realizados con el programa Stata 8.0.

REsuLTADOS

Los resultados de susceptibilidad a Mtz mostraron
que existe un amplio rango de sensibilidad al
antibiético, el que se determiné entre 0,5 y 64 ug/
ml. De acuerdo al punto de corte fijado, la tasa de
prevalencia de la resistencia al antibidtico fue de
44,9%. Por otra parte, la resistencia a Cla alcanzé
20,0%, observandose también un amplio rango de
sensibilidad (0,5 a 64 ug/ml). Para Tet, la tasa de
prevalencia de la resistencia fue de 26,8% (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de resistencia a metronidazol, claritromicina y tetraciclina en Helicobacter pylori

Metronidazol Claritromicina Tetraciclina
Edad S R S R S R
11-20 8 2 8 1 6 2
21-30 5 9 13 2 9 4
31-40 1 2 4 - 2 1
41-50 3 4 6 1 5 1
51-60 4 3 5 2 3 1
61-70 3 2 2 3 3 1
71-80 2 - 1 1 2 -
81-90 1 - 1 - - 1
Total 27 22 40 10 30 11
(%) (55,1) (44,9) (80,0) (20,0) (73,2) (26,8)

En la tabla se indica el nUmero de cepas aisladas que presentaron el fenotipo sensible o resistente para
cada antibiotico y en la columna total se sefiala en paréntesis el porcentaje que representa en dicha
poblacion el respectivo fenotipo. S: sensible; R: resistente.
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El andlisis del riesgo de presentar resistencia
primaria a los antibiéticos estudiados por estrato
de edad (Tabla 2), muestra que la poblacion
menor de 20 afios presenta una resistencia prima-
ria adquirida a Mtz significativamente menor que
los individuos mayores de 61 afios. Por su parte,
el riesgo de presentar resistencia primaria a Tet es
menor en la poblacién joven, comparada con los
individuos entre 21 y 40 afios, en tanto, el riesgo
de presentar resistencia a Cla es menor que en el
grupo control, mayores de 60 afios, en todos los
rangos de edad y, no presenté un patréon definido
de resistencia.

Con el propésito de evaluar la resistencia
multiple adquirida, se analizé la triple resistencia
(Mtz-Cla-Tet) y la resistencia doble a Mtz-Cla, Mtz-
Tet y Cla-Tet en un grupo de 38 muestras que
aleatoriamente se utilizaron para este objetivo.
Entre ellas se observd que 2 muestras presentaron
resistencia a Mtz-Cla-Tet; 5 a Mtz-Cla; 5 a Mtz-Tet,
estas Ultimas no incluyen las dos muestras que
presentaron la triple resistencia. Por su parte, la
resistencia a Cla-Tet s6lo se observé en las dos
muestras que presentaron la resistencia triple.

Discusion

Las evidencias indican que la resistencia a antibioti-
cos en H pylori son esencialmente debidas a
mutaciones cromosomales!917-19.23  Una conse-
cuencia importante de este hecho es que la
transmision de la resistencia ocurre fundamental-
mente desde un microorganismo a otro en forma
vertical, en que las mutaciones aparecen en la
descendencia y, por lo tanto, se observa un
progresivo incremento en la resistencia debido a la

presion impuesta por el uso de los antibiéticos. La
resistencia a Mtz en los aislados clinicos chilenos,
como en otras regiones del mundo, se debe a
mutaciones que inactivan el gen rdxA29, Sin embar-
go, esta resistencia no sélo es un reflejo de las
mutaciones acumuladas en el gen rdxA, sino que
también se puede deber a mutaciones presentes en
otras nitrorreductasas, como FrxA30:31,

La resistencia a Mtz observada en este estudio
alcanzé 44,9% (Tabla 1), cifra que concuerda con lo
observado en la VIII region del pais (41,8%)°. Es
interesante observar que entre los pacientes meno-
res de 20 afos, la tasa de resistencia a Mtz es menor
que en los mayores de 21 afios (Tabla 1). Esta
observacion se corrobora al analizar el riesgo de
presentar la resistencia al antibictico (Tabla 2)32. El
estrato de 11 a 20 afios no presenta un riesgo
significativo de resistencia a Mtz comparado con el
estrato de individuos mayores de 60 afios. En
cambio, los estratos de 21 a 40 y 41 a 60 afios,
mostraron un riesgo de resistencia a Mtz que es 5,5
y 3,0 veces mayor que el observado en el grupo
control (mayores de 60 afios). Esto puede deberse
a que el uso de este antibiético es menos frecuente
en la poblacién joven. En los pacientes mayores de
21 afios, la alta tasa de resistencia al antibiético
podria deberse al mayor uso de nitroimidazoles
usados en el tratamiento de enfermedades odonto-
I6gicas, ginecoldgicas y gastrointestinales, entre
otras, y no aumentaria en edades mayores. La
resistencia observada en la poblacion mas joven
podria deberse, ademas, a la transmision intrafami-
liar de las bacterias resistentes seleccionadas por el
historial farmacolégico de la poblacién adulta que
seleccionaria cepas mutantes.

Es importante consignar que los datos de
riesgo presentados en este estudio son prelimina-

Tabla 2. Riesgo de presentar resistencia a los antibioticos Mtz, Cla y Tet estratificado seguin rango de edad

Edad Metronidazol Claritromicina Tetraciclina

Afios R S OR (IC 95%) R S OR (IC 95%) R S OR (IC 95%)
11-20 2 8 0,8 (0,05-10,9 1 8 0,13 (0,08-2,08) 2 6 1,7 (0,07-64,4)
21-40 11 6 5,5 (0,6-57,6) 2 17 0,12 (0,01-0,19) 5 11 2,3 (0,16-66,13)
41-60 7 7 3,0 (03313 3 11 0,27 (0,03-2,48) 2 8 1,3 (0,06-46,3)
> 60 2 6 1,0 4 4 1,0 1 5 1,0

Resistente =R; Sensible =S; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianza.
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res y deben ser confirmados con una muestra de
mayor tamafo, que permita aumentar el poder
estadistico de tales diferencias de riesgo32.

La resistencia a Cla observada en el grupo en
estudio corresponde a una tasa de 20,0% (Tabla
1), valor bastante mayor al 2,0% encontrado
previamente en la VIII region!®. Si bien los datos
de la literatura muestran que la resistencia a Cla
puede alcanzar hasta 50,0%293233 ngo esta del
todo clara la causa de esta variacién entre las
diferentes poblaciones y regiones, pudiendo en
nuestro medio encontrarse explicacién en el efec-
to mutagénico de Mtz34, al ser éste un medica-
mento de amplio uso. Otro factor de riesgo para la
resistencia a Cla es el consumo previo de macroli-
dos, derivado de un aumento en la prescripcion
de estas drogas. Sin embargo, el estudio de riesgo
para Cla no presentd un patrén definido de
resistencia (Tabla 2). La alta resistencia observada
a Cla es un dato de gran importancia, ya que en la
toma de decision, para definir un tratamiento que
incluya la Cla en las regiones en que la resistencia
es alta, se sugiere que este antibiético sea reem-
plazado por Mtz, ya que se estima que la
resistencia a Mtz tendria una relevancia clinica
limitadas®.

Se ha informado que, en algunos paises, la
resistencia a Tet es muy baja, 0,7% en Espafia,
0,5% en el Reino Unido y 0,5% en Hong Kong,
aunque también se ha observado una elevada tasa
en Corea, 5,3%1220.33  Nuestros datos muestran
gue la resistencia primaria adquirida a Tet alcanzé
26,8% en el grupo en estudio (Tabla 1). La
resistencia a Tet, al igual que con otros antibiéti-
cos, aumenta con el uso de la droga debido a una
presién selectiva, aunque también puede encon-
trarse explicacion en el efecto mutagénico deriva-
do de otros agentes terapéuticos. Es interesante
observar que Tet también mostr6 un patron
similar de resistencia en la medida que los
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