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Introduccidn. La resistencia a los antibiéticos es la principal causa del fracaso del
tratamiento contra Helicobacter pylori; la claritromicina y el metronidazol son los
antibiéticos que generan mayor resistencia. En Colombia, la resistencia primaria a estos
dos antibiéticos y el uso excesivo de levofloxacina han alcanzado los limites aceptados
(13,6, 83 y 16 %, respectivamente). A pesar de ello, se usa el tratamiento empirico
combinando estos antibidticos en pacientes en los que ha fallado anteriormente.
Obijetivo. Determinar la resistencia a los antibiéticos en pacientes previamente tratados
para H. pylori en Bogotd, Colombia.

Materiales y métodos. Se llevé a cabo un estudio descriptivo en el que se evalué
mediante dilucién en agar la resistencia a la amoxicilina, la claritromicina, la levofloxacina
y el metronidazol en 10 aislamientos provenientes de 5 pacientes con tres o cuatro
tratamientos fallidos para H. pylori. La resistencia a los antibiéticos se confirmé mediante
secuenciacion de ADN (Magrogen, Korea).

Resultados. Ocho de los aislamientos presentaron resistencia a dos o mas antibiéticos

y todos fueron resistentes a la levofloxacina. Los patrones de sensibilidad de los
aislamientos provenientes del antro pilérico y del cuerpo del estomago, fueron diferentes
en tres de los pacientes.

Conclusidn. Hasta donde se sabe, esta es la primera evidencia de resistencia mdltiple de
H. pylorien Colombia en pacientes previamente tratados. Los resultados evidenciaron las
consecuencias del uso de un esquema ineficaz de tratamiento antibiotico y la necesidad de
evaluar la sensibilidad a los antibiéticos en diferentes sitios anatémicos del estémago. La
resistencia multiple limita el nimero de antibiéticos Utiles para erradicar H. pylori.

Palabras clave: Helicobacter pylori; resistencia a multiples medicamentos; antibacterianos;
mutacion; terapia.

Helicobacter pylori: Multiple resistance in patients from Bogota, Colombia

Introduction: The main cause for Helicobacter pylori infection treatment failure is antibiotic
resistance, where clarithromycin and metronidazole play the main role. In Colombia,
primary resistance as a consequence of the use of these two antibiotics and excessive
levofloxacin use is above the accepted limit (13.6%, 83%, and 16%, respectively). Despite
this fact, empirical therapies that include the combination of these antibiotics are used in
patients with previous therapeutic failure.

Objective: To determine antibiotic resistance in patients previously treated for H. pyloriin
Bogotéd, Colombia.

Materials and methods: We conducted a descriptive study that included ten isolates
obtained from five patients with three or four previous failed treatments for H. pylori.
Antibiotic resistance to amoxicillin, clarithromycin, levofloxacin, and metronidazole was
investigated by agar dilution and confirmed by DNA sequencing (Magrogen, Korea).
Results: Eight isolates were resistant to two or more antibiotics. All isolates were resistant
to levofloxacin. Susceptibility patterns in isolates from the gastric antrum and the body of
the stomach were different in three patients.

Conclusion: As far as we know, this is the first evidence of multiple H. pylori resistance in
Colombia in previously treated patients. Results demonstrated the consequences of using
an ineffective antibiotic scheme and the need to assess antibiotic susceptibility in different
anatomical sites of the stomach. The consequences of multiple resistance decrease
possible antibiotic effectiveness to eradicate H. pyloriin the future.

Keywords: Helicobacter pylori; drug resistance, multiple; anti-bacterial agents;
susceptibility test; mutation; therapy.
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Helicobacter pylori es una bacteria microaerdéfila Gram negativa capaz
de colonizar la mucosa gastrica; causa gastritis crénica en el 100 % de las
personas infectadas, Ulceras gastricas en 10 a 20 %, linfoma de tejido linfoide
asociado con la mucosa gastrica (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue,
MALT) en menos del 1 % y adenocarcinoma gastrico distal en 1 a 2 %.

Helicobacter pylori es el principal factor de riesgo para el desarrollo
de céncer géstrico y ha sido clasificado como carcinégeno de tipo | por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1,2), por lo cual, los expertos
mundiales recomiendan que debe erradicarse siempre (3,4). Sin embargo,
a nivel mundial existe preocupacién porque la eficacia de los tratamientos
de primera linea cominmente empleados es inferior al 80 % (5), lo cual
también ocurre en Colombia, como quedé demostrado en un estudio de
Trespalacios, et al. (Trespalacios S, Otero W, Mercado M. Efficacy of first-
line Helicobacter pylori eradication treatment with two triple regimens with
levofloxacin. Gastroenterology. 2014;S-741-2. https://doi.org/10.1016/S0016-
5085(14)62685-8).

Si bien el éxito terapéutico responde a multiples factores ambientales o
relativos al huésped, como el incumplimiento del tratamiento, y a la presencia
de polimorfismos en la interleucina 1B (IL-1B) en enzimas involucradas
en el metabolismo de los medicamentos (CYP2C19 y CYP3A4) y en el
de las bacterias, se ha demostrado que la principal causa del fracaso del
tratamiento es la resistencia bacteriana (6). Por ello, en febrero de 2017, la
OMS incluy6 a H. pylori en la lista de los 16 microorganismos que amenazan
a la humanidad y ameritan urgentes medidas de control, clasificandolo en
la categoria de mas alta prioridad, debido al aumento de la resistencia a los
antibioticos de primera linea, metronidazol y claritromicina, especialmente a
este Ultimo (7), y a la aparicién de aislamientos multirresistentes.

A nivel mundial, hay pocos estudios sobre la multirresistencia de H.
pylori, es decir, la resistencia a tres 0 més antibibticos, pero se estima
que aproximadamente 15 % de los aislamientos clinicos la presentan;
esto implica una disminucion de la tasa de erradicacion vy, por lo tanto,
una grave amenaza para la salud humana (8). En el caso de H. pylori, la
multirresistencia se da simultdneamente frente a amoxicilina, metronidazol y
claritromicina (9,10).

En general, H. pylori se hace resistente a amoxicilina, claritromicina,
metronidazol, levofloxacina y tetraciclina, principalmente, mediante
mutaciones puntuales en un par de bases del gen que codifica para el
sitio de accion del antibidtico, o por accion de las bombas de expulsidon
bacterianas, que normalmente protegen al microorganismo de la toxicidad
de los antibiéticos (11-18). Las bombas de expulsién son un complejo
estructural de proteinas en la membrana interna de las bacterias, que
actla en sincronia con proteinas adaptadoras del periplasma y canales
presentes en la membrana externa, las cuales expulsan eficientemente los
medicamentos (19). Dichas proteinas se asocian, especialmente, con el
desarrollo de multirresistencia, como en el caso de la codificada por el gen
hefA (p=0,003) (20).

En Colombia, la resistencia primaria a claritromicina, metronidazol y
levofloxacina es alta, de 13,6, 81 y 27 %, respectivamente (14,21,22);
esto limita su utilizacién en los tratamientos empiricos de primera linea.
Sin embargo, son escasos los estudios en pacientes en quienes ya ha
fracasado el tratamiento, pues, a menudo, se excluyen de los estudios de
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sensibilidad (23). Ademas, el numero cada vez mayor de tratamientos de
erradicacion puede haber resultado en que no se investiguen mas pacientes
con infecciones resistentes al tratamiento (23). Sin embargo, la vigilancia de
la presencia de aislamientos de H. pylori multirresistente es esencial para
permitir el uso racional de los antibiéticos después de repetidos fracasos
terapéuticos, especialmente en lugares donde no se dispone de las pruebas
de sensibilidad a los antibidticos (24).

En este contexto, el objetivo de este estudio fue analizar los aislamientos
clinicos H. pylori de pacientes con varias fallas terapéuticas previas en
Bogota, Colombia.

Materiales y métodos
Tipo de estudio y pacientes

Se llevé a cabo un estudio descriptivo en el que se incluyeron 5 pacientes
que fueron previamente excluidos de un ensayo clinico de 355 pacientes (26)
debido a que habian recibido tratamiento previo para H. pylori. Alos 5 pacientes
incluidos en este estudio se les realizé endoscopia de vias digestivas altas en
diferentes centros de Bogota entre febrero y noviembre de 2014. Los motivos
de consulta fueron dispepsia y reflujo en cinco pacientes, asi como una historia
de infeccién por H. pylori de dificil tratamiento, de 2 a 14 afos de evolucién.

Después de la explicacion médica sobre el procedimiento endoscépico
y sobre el estudio, los pacientes firmaron el consentimiento informado.
Posteriormente, se hizo la endoscopia de vias digestivas altas después de
un ayuno minimo de seis horas (21). Se tomaron biopsias de rutina para el
estudio de la gastritis crénica, segun el protocolo propuesto por Rugge, et
al. (25), y biopsias adicionales para el cultivo de H. pylori: cuatro biopsias
del antro y cuatro del cuerpo del estémago. Una de las biopsias de antro se
sometid a la prueba rapida de ureasa.

Transporte de muestras y cultivo

Las biopsias del antro y el cuerpo gastricos destinadas al cultivo de H.
pylori, se colocaron en 500 pl de caldo Brucella (Beckton Dickenson) con
suplemento de 20 % (p/v) de glicerol (Invitrogen) y se almacenaron a 4
°C hasta su procesamiento. Los aislamientos de H. pylori obtenidos y las
biopsias restantes, se mantuvieron a -70 °C (21).

Las biopsias se maceraron en condiciones asépticas y estériles, con un
aplicador de madera previamente tratado en solucién de carbén activado al
1 % (p/v), hasta que se logré la homogeneidad total (21). Posteriormente,
se sembraron en agar Brucella (Beckton Dickenson) con suplemento
de IsoVitaleX™ al 4 % (v/v), 7 % (v / v) de sangre de caballo y 2 ml de
suplemento selectivo para H. pylori, DENT™ (Thermo Scientific Oxoid, UK).

Los cultivos se incubaron a 37 °C en condiciones microaerofilicas durante
3 a 14 dias. Después de la incubacion, se observaron pequefas colonias
transparentes que se sometieron a identificacion fenotipica mediante
coloracién de Gram (bacilos curvos Gram negativos), oxidasa (positiva),
catalasa (positiva) y prueba rapida de ureasa (positiva) (21). Posteriormente,
se obtuvieron cultivos puros, para lo cual se aislaron las colonias con las
caracteristicas apropiadas en agar Brucellay se incubaron a 37 °C en
condiciones de microaerofilia durante tres a cinco dias.
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Pruebas de sensibilidad fenotipica y genotipica

La sensibilidad fenotipica a H. pylori se evalu6 a partir de cultivos puros
para amoxicilina, claritromicina, levofloxacina y metronidazol mediante la
prueba de dilucién en agar, segun las recomendaciones de los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) (26,27). Los puntos de corte utilizados
para determinar la resistencia fueron =1 pg/ml para amoxicilina, claritromicina
y levofloxacina, y 8 pg/ml para metronidazol (27-31). Como control se uso la
cepa de H. pyloriNCTC 11637.

Ademas, los aislamientos se analizaron genotipicamente para identificar
posibles mutaciones asociadas con la resistencia y confirmar la sensibilidad
fenotipica. Se us6 DNAzol™ (Invitrogen) para extraer el ADN gendmico de
las colonias de H. pylori aisladas del antro y del cuerpo del estémago.

Posteriormente, se amplificaron los genes bacterianos relacionados
con la resistencia a la amoxicilina (pbp1A), la claritromicina (rna23s), la
levofloxacina (gyrA) y el metronidazol (rdxA), mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) convencional, segun protocolos previamente
estandarizados (14,22) (cuadro 1).

Cuadro 1. Genes analizados y secuencia de los iniciadores utilizados identificacién de M. bovis,
Colombia, 2015

Antibiético Gen Iniciadores Ta(';;? o Referencia
Amoxicilina pbp1A F: GCTATT CCACGACTT CTAAA 380 (12)
R: GCAAGG TTACAA GCC CTAAA
Claritromicina 23S rDNA F: CCA CAG CGATGT GGT CTC AG 425 (32)
R: CTC CAT AAG AGC CAAAGC CC
Levofloxacina  gyrA F: TTT RGC TTATTC MAT GAG CGT 428 (33)
R: RGCAGAC GGC TTG GTARAATA
Metronidazol rdxA F: GACAATTATTAAACGAGCGC 460 (15)

R: CCTCCAATAATGCAACTATC

a Iniciadores utilizados para la PCR convencional con el tamafio del producto amplificado en pares de bases (bp)
Anadlisis bioinformatico

La sensibilidad genotipica y las mutaciones relacionadas con la
resistencia a los antibidticos, se determinaron con la ayuda de andlisis
bioinformaticos. Las mutaciones asociadas con la resistencia a la
claritromicina se detectaron con la herramienta bioinformatica BLAST-N
(Basic Local Alignment Search Tool-N). Para analizar las secuencias de
deteccién de mutaciones relacionadas con la resistencia a amoxicilina,
levofloxacina y metronidazol se utilizé la BLAST-X. Se empled la secuencia
de referencia proveniente de H. pylori 26695 (taxid: 85962), nimero de
acceso a GenBank CP003904.1.

Estadistica

Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva.
Resultados
Distribucion de los pacientes

Durante el 2014, 5 de los pacientes remitidos a endoscopia de vias
digestivas habian recibido varios tratamientos contra H. pylori sin éxito: cuatro



Biomédica 2019;39(Supl.1):125-34 Helicobacter pyloriy resistencia multiple

hombres y una mujer entre los 41 y los 57 afios de edad. Todos informaron
tener antecedentes familiares de enfermedades gastricas. Cuatro (4/5)
refirieron tener antecedentes familiares de gastritis y, uno (1/5), antecedentes
de Ulcera péptica. Un paciente (1/5) refirié antecedentes familiares de cancer
gastrico y, tres (3/5), de otros tipos de tumores gastrointestinales, como
cancer de eséfago, cancer de pancreas y linfoma MALT (cuadro 2).

Cuadro 2. Distribucion, principales caracteristicas e historia familiar de los pacientes

Historia familiar

Edad Numero de . Evolucion
No. Sexo (afos) IMC tratamientos Motivo de consulta (afos) Enfermedad Cancer Otros
gastrica gastrico canceres

1 Masculino 45 29,0 4 H. pylori dificil de tratar, 14 Gastritis No Eséfago
dispepsia y ERGE

2 Femenino 51 26,7 4 H. pylori dificil de tratar, 14 Gastritis No No
dispepsiay ERGE

3 Masculino 42 24,6 3 H. pylori dificil de tratar, 10 Gastritis No Linfoma MALT
dispepsia y ERGE

4 Masculino 57 24,2 3 H. pylori dificil de tratar SD Ulcera péptica Si No

y Ulcera
5 Masculino 41 254 4 H. pylori dificil de tratar, 2 Gastritis No Pancreas

dispepsia y ERGE

ERGE: reflujo gastroesofagico; IMC: indice de masa corporal; SD: sin dato
Pruebas de sensibilidad fenotipica y genotipica

Todos los aislamientos de los pacientes tuvieron resultados positivos
en la prueba rapida de ureasa. Se obtuvieron diez aislamientos de antro
y de cuerpo del estémago (cinco de antro y cinco de cuerpo). A todos los
aislamientos se les hizo antibiograma para amoxicilina, claritromicina,
levofloxacina y metronidazol, mediante dilucién en agar.

Segun el andlisis de sensibilidad fenotipica, en un solo paciente se
obtuvieron dos aislamientos de H. pylori (uno del cuerpo del estémago y
otro del antro) resistentes a la amoxicilina. Los aislamientos de tres de los
pacientes fueron resistentes a la claritromicina (tres del cuerpo y dos del
antro); en cuatro de los pacientes, se encontraron aislamientos resistentes al
metronidazol (cuatro del cuerpo y tres del antro). Por ultimo, los aislamientos
de todos los pacientes fueron resistentes a la levofloxacina (cuadro 3).

Cuadro 3. Sensibilidad a los antibiéticos

Antibiético Amoxicilina Claritromicina Levofloxacina Metronidazol
Sitio Antro Cuerpo Antro Cuerpo Antro Cuerpo Antro Cuerpo
anatémico

del estémago

Sensibilidag  C'M SG cim SG ciM SG cim SG CcM SG CM SG CM SG CM SG
(ug/ml) (pbp1A) (ug/ml) (pbp1A) (ug/ml) (ma23S) (ug/ml) (na23S) (ug/ml) (gyrA) (ug/ml) (gyrA) (hg/ml) (rdxA) (ug/ml) (rdxA)

Paciente 1 0,062 TS 025 TS 0,016 TS 0,125 TS 64  N87I 32 N8l 1 SD 16 SD

§ Paciente2 0,125 TS 0,125 TS 0,125 TS 64 SD 8 N87K 2 N87K 8 8D 16 SD
% Paciente 3 0,016 TS 0,062 TS 0,125 TS 0,5 TS 1 N87l 4 Nel 1 sD 05 SD
§ Paciente 4 0,25 SD 025 SD 8 A2143G 32 A2143G 2 8D 4 sD 4 TS 64 TS
Paciente 5 1 E406V 1 SD 64 A2143G 64 A2143G 4 DY9IN 4 D9IN 16 R90K 16 R9OK

CIM: concentracién inhibitoria minima; SG: sensibilidad genotipica: TS: tipo silvestre; SD: sin datos
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Se estudiaron las mutaciones asociadas con resistencia a amoxicilina,
claritromicina, levofloxacina y metronidazol, determinando su presencia en
los genes pbp1A, rna23sy gyrA, aunque en algunos aislamientos no fue
posible analizar las secuencias debido a su mala calidad (cuadro 3).

Las mutaciones relacionadas con resistencia a los antibiéticos evaluados,
fueron la E406V para la amoxicilina y la A2143G para la claritromicina. Para
el metronidazol, se detectd la mutacién R90K en la proteina rdxA y, para la
levofloxacina, se detectaron tres cambios diferentes en la proteina gyrA en
las posiciones 87 y 91, asi: N871, N87K 'y D91N (cuadro 3).

Se detecto resistencia multiple en ocho de los diez aislamientos. Dos
de ellos (uno de antro y otro de cuerpo provenientes del mismo paciente)
presentaron resistencia a dos antibiéticos: levofloxacina y metronidazol.
Cuatro aislamientos de antro y cuerpo de dos pacientes diferentes, fueron
resistentes a tres antibiéticos: claritromicina, levofloxacina y metronidazol.
Dos aislamientos de otro paciente presentaron resistencia a los cuatro
antibidticos: amoxicilina, claritromicina, levofloxacina y metronidazol (cuadro
3). Ademas, se detectaron diferencias entre los aislamientos de antro y de
cuerpo, en los patrones de resistencia en cuatro pacientes, lo que indicaria
una infeccién concomitante con diferentes cepas de H. pylori (cuadro 3).

Discusion

Estos resultados evidencian que en Bogota se registraron aislamientos de
H. pylori con resistencia a multiples antibiéticos después de tres afios (2012-
2015) de vigilancia. La aparicion de multirresistencia podria ser la consecuencia
de tratamientos previos fallidos, o de resistencia ‘secundaria’ a claritromicina,
metronidazol y levofloxacina debida al uso extensivo de estos antibidticos en el
tratamiento de enfermedades respiratorias, parasitarias o ginecoldgicas, y de
infecciones urinarias, respectivamente (34,35). Estos hallazgos implicarian que
dichos antibiéticos no deberian utilizarse empiricamente en los tratamientos de
primera linea, por lo menos en Bogota. Resultados similares se han registrado
en otros paises como Alemania, Bulgaria, Polonia, Brasil, Israel, China y Corea
(23,24,36-38), en donde se encontraron resistencias secundarias multiples
a claritromicina, metronidazol y levofloxacina, con una mayor prevalencia de
resistencia a claritromicina y metronidazol.

Los aislamientos del cuerpo y del antro presentaron diferentes patrones
de sensibilidad, lo cual también se ha reportado previamente en Corea,
China y Alemania (39-41). Este hallazgo explicaria el fracaso del tratamiento
y no solo indicaria la presencia de mas de una cepa de H. pylori, sino que
subrayaria la importancia metodologica de hacer la prueba de sensibilidad a
partir de muestras de ambos segmentos del estbmago, con el fin de orientar
mejor la eleccién del tratamiento y evitar recaidas de infeccion por H. pylori.

Los resultados del presente estudio resaltan la importancia de implementar
pruebas de sensibilidad, ya sea mediante cultivo o biologia molecular, antes
de un primer tratamiento para H. pylori, con el fin de orientar las terapias
de primera linea, lo que concuerda con lo reportado por Park, et al. (38), en
cuyo estudio se evidencia que, cuando el tratamiento de primera linea se
administra teniendo en cuenta la sensibilidad a los antibiéticos, la eficacia es
superior a la del tratamiento empirico. Con la prueba previa de sensibilidad,
la eficacia fue de 94,7 % (IC,,,, 88,8-100) y por protocolo fue de 96,4 % (IC,,,
91,5-100) y, con el tratamiento empirico fueron de 71,9 % (IC,,, 60,2-83,5)

y 73,2 % (ICy,,, 61,5-84,8), respectivamente (38). No obstante, cuando ya
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han fallado varios tratamientos, la utilidad del cultivo no es la misma debido

a la aparicion de resistencia, lo cual se suma a que el cultivo y las pruebas
moleculares no estan disponibles en todas partes y, por lo tanto, lo usual es
recurrir a tratamientos empiricos (42), caso en que deberia tenerse en cuenta
la epidemiologia de la resistencia local.

En Colombia, el tratamiento triple de primera linea se utilizé en el pasado,
combinando amoxicilina, claritromicina o metronidazol o levofloxacina
(43). Sin embargo, en otros estudios, se ha demostrado frecuentemente
resistencia primaria a estos antibiéticos (22), por lo cual ya no se
recomiendan como una primera opcién en el pais (43).

El tratamiento empirico con estos antibidticos, sin tener en cuenta la
epidemiologia local, con frecuencia conduce al fracaso terapéutico (38). Ademas,
cuando hay resistencia a la claritromicina y al metronidazol, los tratamientos
hibridos y concomitantes con esos antibiéticos fracasan frecuentemente (35).

En estos casos, la eficacia de los tratamientos triple, secuencial y concomitante,
es de ~50 %, <20 % y 50 %, respectivamente (44). En el informe del consenso
Maastricht V/Florence (Maastricht V/Florence Consensus Report) se recomienda
no usar tratamientos secuenciales ni concomitantes, sino cuadruples

durante 14 dias, en casos de resistencia simultanea a la claritromicina y el
metronidazol superior al 15 % (4,43); entre estos, estan el que combina bismuto
y furazolidona, més metronidazol o amoxicilina-tetraciclina, o los tratamientos
con rifabutina (tratamiento de rescate), que también son una alternativa (45). La
combinacién de amoxicilina y tetraciclina tiene, generalmente, muy baja tasa de
éxito: 62 a 75 % por intencion de tratar y 64 a 80 % por protocolo.

Su escaso éxito podria deberse a la interaccion del efecto bacteriostatico
de la tetraciclina con el efecto bactericida de la amoxicilina (45). La accion
bactericida de la amoxicilina implica la inhibicién de la formacién de la
pared celular, que depende de la tasa de proliferacion de las bacterias (45).
Los antibiéticos bacteriostaticos, como la tetraciclina, pueden reducir la
efectividad de la penicilina mediante la inhibicién de la sintesis de proteinas
celulares requerida para la divisién celular (45).

Se han explorado nuevas opciones terapéuticas para los casos de
multirresistencia, entre ellas, el linezolid (46) y los nuevos analogos de las
oxazolidionas (47). No obstante, el inconveniente es que el linezolid podria
inducir la aparicion de Staphylococcus spp. resistentes a su accion, por lo
que la decision sobre su uso requiere de més estudios (46,47).

Los resultados del presente estudio evidenciaron la presencia de H. pylori
con resistencia a multiples antibiéticos utilizados en los tratamientos empiricos,
principalmente a claritromicina, levofloxacina y metronidazol, en ocho de diez
aislamientos. Las pruebas de sensibilidad a los antibioticos deben hacerse,
preferiblemente, antes de administrar el primer tratamiento para H. pylori,
en cuyo caso se sugiere hacerlas con muestras provenientes del antro y del
cuerpo del estdbmago, para evitar que se pierdan aislamientos resistentes a los
antibiéticos en ambos sitios. Cuando hay H. pylori con resistencia a multiples
antibiéticos, las opciones terapéuticas se restringen a los tratamientos
cuadruples de rescate con furazolidona o rifabutina.
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