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Infection with Helicobacter pylori. Prevalence,
research and impact of antibiotic resistance

Antibiotic resistance is probably the primary cause of failed therapy for infec-
tious disease, particularly for infection with Helicobacter pylori. Since the rele-
vance of infection with H. pylori in the pathogenesis of peptic gastroduodenal dis-
ease and gastric neoplasms was unveiled, the effectiveness of treatment with a
number of antibiotics and therapeutic schemes has been investigated (1). H. pylori
is intrinsically resistant to glycopeptides, cefsulodin, polymyxines, nalidixic acid,
trimetoprim, sulfonamides, nystatin, amphotericin B, and cycloheximide, whereas
wild-type strains are susceptible to 3-lactams (except cefsulodin), phosphomycin,
macrolides, aminoglycosides, tetracyclines, chloramphenicol, rifampicin, fluoro-
quinolones, 5-nitroimidazoles, and nitrofurans (2). So-called quadruple therapy
with a proton-pump inhibitor (PPI) in combination with bismuth, tetracyclines and
metronidazole, and most particularly triple therapy with a PPI associated with clar-
ithromycin and amoxicillin or metronidazole represent the most widely accepted
therapies. The European Helicobacter Study Group (EHSG) reported in 1997 the
conclusions of the 1 Consensus Conference held in Maastricht, and recommended
triple therapy as first-line treatment for infection with H. pylori, with quadruple
therapy being held in reserve for potential first-line treatment failures (3). Triple
therapy has remained the first-choice regimen during the past decade, and has been
recommended by most consensus meetings and both European and American scien-
tific societies (4-8). The initial effectiveness of this regimen, around 80-90%, has
progressively declined to below 80-70% in the last few years, which has led to con-
sider novel therapeutic approaches (9-19). Acquired resistance to commonly-used
antibiotics, particularly clarithromycin and metronidazole, is thought to be the pri-
mary cause of treatment failure, but other causes such as non-compliance or pre-
scriptions with inadequate dosage or duration should also be taken into account (20-
22).

Prevalence of antibiotic resistance of H. pylori

During the period 1999-2003 multiple studies were reported on the prevalence of
primary antibiotic resistance in H. pylori, and significant variations were seen
among countries or even regions and ethnic groups within countries. In Europe, a
low prevalence of resistance to clarithromycin was reported in the Netherlands,
Germany, and Sweden (1.7-2.9%), which was higher in Spain, France and Portugal
(12-22%) (22-27). Interestingly, prevalence in northern Italy was 1.8 versus 23.4%
in central Italy (28-29). It was 10-12% in the United States, 25% in Mexico, in 9.8%
in Brazil, 11-13% in Japan, and 5-6% in Korea (30-37). The prevalence of resis-
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tance to metronidazole was 15-40% in Europe, 20-35% in the United States, 76% in
Mexico, 53% in Brazil, 9-12% in Japan and 40% in Korea, while that of resistance
to amoxicillin and tetracyclines was below 1% (22-37). A meta-analysis of 20 clini-
cal trials in the USA acknowledges an increased prevalence of resistance to clar-
ithromycin, from 4.9% in 1993-95 to 10.1% in 1995-99 (38). A multicenter Euro-
pean study with homogeneous methodology performed in 22 countries during 1998
found that the prevalence of primary resistance to clarithromycin was 9.9%, to
metronidazole was 33.1%, and to amoxicillin was 0.8%. Resistance to clar-
ithromycin was more common in children versus adults, and in southern (18%) ver-
sus central (9.3%) or northern (4.2%) European countries. Simultaneous resistance
to clarithromycin and metronidazole was also more frequent in southern European
countries (39).

A multicenter European study was carried out in 14 countries during 1999-2002
to assess H. pylori antibiotic resistance in the pediatric population. The prevalence
of primary resistance to clarithromycin was 20%, higher in younger children (< 6
vs.> 12 years) and in people residing in southern Europe; that of primary resistance
to metronidazole was 23%, to both clarithromycin and metronidazole was 5.3%,
and to amoxicillin was 0.6% (40).

In Spain several studies on the primary antibiotic resistance of H. pylori were
published during 1999-2004, which revealed that the prevalence of resistance to
clarithromycin ranged from 8.7 to 13%, and to metronidazole from 13.8 to 42%
(26,41-44). In Seville, in our healthcare area, we observed that the prevalence of re-
sistance to clarithromycin was 10%, and to metronidazole was 28.6%, during the
period 1996-1998, consistent with previously reported data (45).

More recent publications (2006-09) show that, in the last decade, primary resis-
tance to clarithromycin has either remained stable or increased, which would ac-
count for the progressively decreased effectiveness of triple therapy. Zullo et al.,
during 2004-06, identified in Italy a prevalence of primary resistance to clar-
ithromycin of 16.9%, more common in patients with non-ulcer dyspepsia (19.1%)
(46). Boyanova et al., in Bulgaria, observed a prevalence of primary resistance to
clarithromycin of 10% during the period 1996-99, and of 17.9% during the period
2005-07 (47), and such an increase was also seen in other studies in Great Britain,
Korea and Japan (48-50). Storskurubb et al., in Sweden, saw a low prevalence of
primary resistance to clarithromycin (1.5%) and metronidazole (16.2%), which they
relate to low use because of restrictive antibiotic policies (51). Aboderin et al. re-
ported the opposite in Nigeria upon detection of 100% resistance to clarithromycin,
ampicillin, and metronidazole in 32 study cases, which they related to uncontrolled
use of these antibiotics (52). Agudo et al., in Madrid (Spain), during the period
2002-06, identified in children a high primary and secondary resistance to clar-
ithromycin (49.2 and 70.6%), superior to that seen with metronidazole (32.8 and
41.2%), and dual resistance to clarithromycin and metronidazole, both primary and
secondary, in 15.4 and 26.5% of cases, respectively; the authors highlighted the
huge negative effect of such a high prevalence on the efficacy of triple therapy for
H. pylori eradication (53). Kalach, during 1999-2005 in France, also detected in
children a high prevalence of primary resistance to clarithromycin (23.2%), lower
than that seen in Spain and that remained stable since 1994-98 (22.1%) (54). Antibi-
otic resistance and its negative influence on the effectiveness of eradicating thera-
pies for H. pylori was a most relevant topic at the Third Maastricht Consensus Con-
ference (6). Increased resistance to clarithromycin was endorsed in association with
a greater use, and triple therapy with a PPI, amoxicillin or metronidazole, and clar-
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ithromycin was recommended for populations with resistance prevalence lower
than 15-20%, whereas clarithromycin should otherwise be withheld. Quadruple
therapy with a PPI, bismuth, tetracyclines and metronidazole may be an alternative
to triple therapy as first-line regimen. The impact on triple therapy effectiveness is
higher in cases with resistance to clarithromycin versus resistance to metronidazole
(21,55). In the review by Megraud, published in 2004 (21), the effectiveness of
triple therapy with a PPI, amoxicillin and clarithromycin is seen to decrease from
87.8 to 18.3% depending on sensitivity or resistance to the latter antibiotic, with a
loss of efficacy at virtually 70%. That study also revealed that the efficacy of triple
therapy with a PPI, amoxicillin and metronidazole, depending on the presence of
susceptibility or resistance to the latter antimicrobial, has decreased from 89.4 to
64.4%, with a loss of efficacy at 25%, and that the effectiveness of triple therapy
with a PPI, clarithromycin and metronidazole has decrease from 97 to 0%, accord-
ing to susceptibility or resistance to both antibiotics, with an efficacy of 72.6% in
case of clarithromycin susceptibility and metronidazole resistance, and of 50% in
the opposite situation. It is thought that treatment for H. pylori infection should be
recommended when efficacy is higher than 80% (intention-to-treat) or 85% (per
protocol) (3,11,56). The current effectiveness of triple therapy as first-choice regi-
men is usually below 80%, even 70% in some studies (9-12), and cannot be there-
fore recommended.

Mechanisms of antibiotic resistance in H. pylori

Evidence suggests that the mechanisms of antimicrobial resistance in H. pylori
mainly result from chromosomal mutations (22,57) primarily acquired through ver-
tical transmission among bacteria. Chromosomal mutations will show up in the off-
spring, which will consequently lead to a progressive increase in the prevalence of
antimicrobial resistance. Horizontal transference from a resistant to a susceptible
strain, both of them in the stomach, cannot be ruled out.

Clarithromycin is a bacteriostatic antibiotic; a semisynthetic derivative of ery-
thromycin, it belongs in the macrolide class, and is the most powerful drug against
H. pylori. It targets ribosomes, thereby blocking bacterial protein synthesis. Resis-
tance to clarithromycin results from point mutations that occur in the 23S rRNA
gene and modify ribosome structure, impairing antibiotic binding. Most common
mutations include adenine replacement by cytosine or guanine at position 2142
(A2142C, A2142G), or by guanine at position 2143 (A2143G); A2115G and
G2141A occur less commonly. These mutations enable resistant strains to tolerate
increasing antibiotic concentrations, from 1 to 64 ug/mL (58,59).

Amoxicillin is a bactericidal antibiotic inhibiting bacterial wall synthesis. The
prevalence of H. pylori resistance to amoxicillin is very low, and this antibiotic re-
quires the presence of penicillin-binding proteins (PBPs) for proper functioning.
The mechanism of resistance generated by H. pylori consists of mutations in gene
pbp that result in changed PBPs with greater antibiotic affinity. Resistant strains do
not generate amoxicillin-PBP complexes, and thus preclude bactericidal effects
7).

Tetracyclines are bacteriostatic antibiotics that target ribosomes to block bacteri-
al protein synthesis. The prevalence of resistance to tetracyclines in H. pylori is very
low, and is acquired via mutations in the 16S rRNA gene, primarily in adenine-gua-
nine-adenine triplets at positions 926 to 928 (AGA 926-928); single, dual or even
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triple substitutions may occur. A triple replacement of AGA926-928 by thymine,
thymine and cytosine, respectively (AGA926-928—TTC), in the 16S rRNA gene
enables strains to tolerate antibiotic concentrations up to 64 ug/mL; dual mutations
allow the tolerance of concentrations up to 8 ug/mL, and single replacements enable
tolerance to 2 ug/mL (60,61). The presence of other potential mechanisms of resis-
tance has been discussed in recent years, involving either TetA efflux protein (62) or
the presence of a membrane permeability inhibitor.

Metronidazole is a bactericidal antibiotic within the nitroimidazole class that has
been widely and indiscrimanetely used in the management of multiple infections,
thus conditioning a high prevalence of resistance in H. pylori. Nitroimidazoles, on
entering target cells, are activated via a reduction process mediated by the enzyme
NADPH-nitroreductase, which damages DNA and bacterial structures. The mecha-
nisms of resistance currently known are based on mutations in genes rdxA and frxA,
which would block cell-related nitroimidazole activation.

Levofloxacin and ciprofloxacin are bactericidal antibiotics in the quinolone
class; their mechanism of action is similar and consists of blocking bacterial DNA
replication by binding the enzyme DNA-gyrase, coded for by genes gyrA and gyrB.
H. pylori resistance to these antibiotics is conditioned by mutations in gyrA QRDR
(quinolone resistance-determining region) (63).

Methods for the study of H. pylori antibiotic susceptibility

Multiple methods are available for the study of H. pylori antibiotic susceptibility,
which may be categorized as phenotypical methods, most commonly used and
based on gastric biopsy cultures, including agar dilution and E-test (epsilometer
test), and genotypical methods, including fluorescent in situ hybridation, PCR
(polymerase chain reaction), both conventional and with sequencing, RFLP (restric-
tion fragment length polymorphism) PCR, and real-time PCR, which allows to di-
rectly detect chromosomal mutations in gastric biopsies and feces. The Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), formerly the National Committee for Clini-
cal Laboratory Standards (NCCLS), recommends agar dilution as gold standard for
the study of H. pylori susceptibility to antibiotics, specifically for minimum in-
hibitory concentration (MIC) estimates, and establishes cutoff points for clar-
ithromycin (64). The British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) rec-
ommends in turn E-test diffusion, which has a high correlation with agar dilution.
E-test has the benefit of being a quantitative method with direct MIC expression; it
also adapts to slow-growing bacteria such as H. pylori (65). Other available meth-
ods include broth dilution and disk diffusion (66,67). Cutoff points suggested for
clarithromycin include: < 0.25 ug/mL for susceptible strains, =1 ng/mL for resistant
strains, and 0,5 pg/mL for intermediate strains. These cutoffs have allowed excel-
lent predicting values for the success of triple therapy with a PPI, clarithromycin
and amoxicillin. No standardized criteria are available for antibiotics, including
amoxicillin, tetracyclines, rifabutin, and levofloxacin. However, agar dilution may
be used, and literature-endorsed cutoff points are used (47,68). Metronidazole is
special in that most studies have shown an absence of interlab and intralab repro-
ducibility on unknown grounds (2). Absent correlation between H. pylori suscepti-
bility and eradicating therapy outcomes should also be counted in. H. pylori strains
with a high MIC may be eradicated, possibly due to a variable redox potential with-
in the stomach. The cutoff point usually considered to define resistance to metron-
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idazole is = 8 ug/mL. EHSG, at the 3* Maastricht Consensus Conference, discour-
ages the use of metronidazole susceptibility tests in clinical practice for want of
clinico-bacteriological correlation (6).

Genotypical methods are particularly used for the study of clarithromycin resis-
tance, but may also be applied for other antibiotics. Chromosomal mutations re-
sponsible for antibiotic resistance may be easily detected with molecular testing
based on fluorescent in situ hybridation (69) or genomic amplification, mainly using
PCR-related techniques (22). The advantages of such molecular tests include a
shorter time for results, and an excellent correlation with susceptibility as assessed
using phenotypical methods. Their main shortcoming is that they require a molecu-
lar microbiology laboratory. The first genotypical method used was RFLP PCR.
This test amplifies the region harboring mutations, and synthesized fragments are
then treated with restriction endonucleases that recognize specific mutation-gener-
ated sites. The size of the resulting fragments indicates the presence or absence of a
mutation (22). RFLP PCR is a simple method but uses conventional PCR, which de-
lays results and requires amplicon manipulation because of contamination risks.
PCR with subsequent amplified fragment sequencing has been used on gastric bac-
teria and biopsies to assess resistance to clarithromycin and quinolones. It may also
be used for other antibiotics such as amoxicillin. The technique is somewhat com-
plex but automation has allowed its development (22). Lastly, real-time PCR has
been successfully used (22,70) to detect any mutations in the amplified region, and
represents a relevant advance as results may be obtained within 2 hours. It has been
used to directly identify H. pylori in biopsy and fecal samples, as well as in cultured
bacteria. Real-time PCR for fecal samples has become a promising diagnostic tech-
nique as it represents a rapid, non-invasive method allowing direct bacterial identifi-
cation and an assessment of clarithromycin susceptibility. A higher degree of stan-
dardization demands a commercially available kit with high sensitivity and
specificity.

The study by Torres Debat et al. included in this issue of the Spanish Journal of
Gastroenterology (71) is first to inform on the prevalence of H. pylori antibiotic re-
sistance in Uruguay, and also investigates the molecular mechanisms of clar-
ithromycin resistance using PCR. The authors research the prevalence of antibiotic
resistance using the E-test in two time periods and two adult populations with gas-
tric biopsy cultures positive for H. pylori, and diverse ethnic descent. In 2001 they
studied 19 patients representative of the general population, and in 2006 they stud-
ied 31 patients of African descent. The prevalence of resistance to metronidazole
was 36.8 and 35.5%, respectively; to clarithromycin, O and 19.4%; to levofloxacin,
5.2 and 3.2%; and to amoxicillin and tetracyclines, 0% for both groups. Of note is
the variable prevalence of clarithromycin resistance in these two periods of time
and/or population groups. The fact that antibiotic — and specifically clarithromycin —
resistance prevalence varies among countries or among regions, social groups, or
ethnic groups within one same country is well known. Information available on an-
tibiotic resistance prevalence in African populations or Latin American countries is
insufficient. In Mexico, during the years 1995-97, the prevalence reported for clar-
ithromycin resistance was 25% (32); recently, a prevalence of 2% was acknowl-
edged in Paraguay (72). Aboderin, during the period 2002-06 in Nigeria, detected a
100% prevalence of clarithromycin resistance, and that for other antibiotics was
also very high (52). Available data are anyway inadequate for drawing conclusions.
The prevalence of clarithromycin resistance found in 2006 by Torres Debat et al. in
Uruguay is high, and these authors also state that whether this reflects the current
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status in the general population, with a rapid increase during the last few years, or
the current status in a specific Uruguayan ethnic group is uncertain, the latter possi-
bility being potentially supported by the finding of one single mutation at position
2143 in all cases (71). The high prevalence of resistance to metronidazole is similar
to that currently seen in some developed rather than — as claimed by the authors —
developing countries (39).

As previously stated, it is accepted that triple therapy should not be used to man-
age H. pylori infection when the prevalence of clarithromycin resistance is higher
than 15-20%, as in the above study; in such cases other therapeutic alternatives
should be considered. It would be desirable to have regularly updated, reliable in-
formation on the prevalence of antibiotic resistance in H. pylori, specifically regard-
ing clarithromycin, for the various countries, regions or healthcare areas, so that the
potentially most effective eradicating regimen could be assessed on an individual
basis. The study of antibiotic resistance is particularly necessary when low effec-
tiveness is found regarding triple therapy for H. pylori eradication, and in certain
patients following the failure of an initial or second eradicating therapy.

M. Castro-Ferndndez and J. Vargas-Romero'

Unit of Clinical Management of Digestives Diseases and 'Clinical Management of
Microbiology. CIBERehd. Hospital Universitario de Valme. Sevilla, Spain
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Infeccion por Helicobacter pylori. Prevalencia,
investigacion y repercusion de la resistencia
antibiotica

La resistencia a los antibidticos es probablemente la principal causa del fracaso
del tratamiento de las enfermedades infecciosas y, en concreto, de la infeccién por
Helicobacter pylori. Desde el descubrimiento de la gran trascendencia de la infec-
cién por H. pylori en la patogenia de la enfermedad péptica gastroduodenal y de las
neoplasias gdstricas se ha investigado la eficacia en su tratamiento de numerosos
antibidticos y esquemas terapéuticos (1). H. pylori es intrinsecamente resistente a
glucopéptidos, cefsulodin, polimixinas, dcido nalidixico, trimetoprim, sulfonami-
das, nistatina, anfotericina B, y cicloheximida, mientras que las cepas salvajes son
susceptibles a P-lactdmicos (excepto cefsulodin), fosfomicina, macrélidos, amino-
glucésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, rifampicina, fluoroquinolonas, 5-nitroimi-
dazoles y nitrofuranos (2). La denominada cuddruple terapia, asociando un inhibi-
dor de la bomba de protones (IBP), bismuto, tetraciclinas y metronidazol y,
especialmente, la triple terapia, asociando un IBP, con claritromicina y amoxicilina
o metronidazol, son los tratamientos que han tenido mayor aceptacién y sobre los
que se tiene mayor experiencia. El European Helicobacter Study Group (EHSG),
publicé en 1997 las conclusiones de la 1* Conferencia de Consenso de Maastricht y
recomend¢ la triple terapia como tratamiento de primera eleccién de la infeccion
por H. pylori, reservandose la cuddruple terapia para los posibles fallos del primer
tratamiento (3). La triple terapia se ha mantenido como el tratamiento de primera
eleccion en la dltima década, siendo recomendando por la mayoria de las reuniones
de consenso y asociaciones cientificas europeas y americanas (4-8). La eficacia ini-
cial de este tratamiento, aproximadamente del 80-90%, ha disminuido de forma pro-
gresiva y en los udltimos afios es inferior al 80-70%, plantedndose nuevos esquemas
terapéuticos (9-19). Se considera que la resistencia adquirida a los antibidticos habi-
tualmente utilizados, especialmente a la claritromicina y metronidazol, es la princi-
pal causa del fracaso del tratamiento, debiéndose admitir otras causas como son el
incumplimiento terapéutico o la indicacién de tratamientos con dosis o duracion
inadecuadas (20-22).

Prevalencia de la resistencia antibiotica de H. pylori

Durante los afios 1999-2003 se publicaron numerosos estudios sobre la prevalen-
cia de la resistencia antibidtica primaria de H. pylori, observindose variaciones sig-
nificativas entre distintos paises e incluso entre distintas regiones o grupos étnicos
de un mismo pais. En Europa se comunicé una prevalencia baja de resistencia a la
claritromicina en Holanda, en Alemania y en Suecia (1,7-2,9%), y mds elevada en
Espafia, Francia y Portugal (12-22%) (22-27). Es destacable que en el norte de Italia
era del 1,8% y en el centro de Italia del 23,4% (28,29). En Estados Unidos era del
10-12%, en México del 25%, en Brasil del 9,8%, en Japén del 11-13% y en Korea
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del 5-6% (30-37). La prevalencia de la resistencia al metronidazol era del 15-40%
en Europa, del 20-35% en Estados Unidos, del 76% en México, del 53% en Brasil,
del 9-12% en Japén y del 40% en Korea, mientras que para la amoxicilina y tetraci-
clinas era inferior al 1% (22-37). En Estados Unidos mediante un meta-andlisis de
20 ensayos clinicos se constata un incremento de la prevalencia de resistencia a la
claritromicina, desde un 4,9% en 1993-95 a un 10,1% en 1995-99 (38). En un estu-
dio multicéntrico realizado en Europa durante 1998, con la participacion de 22 pai-
ses y con una metodologia homogénea, se observé una prevalencia de resistencia
primaria a la claritromicina del 9,9%, al metronidazol del 33,1%, y a la amoxicilina
del 0,8%. La resistencia a la claritromicina era mds habitual en niflos que en adultos
y en paises del sur (18%) que en paises del centro (9,3%) y del norte de Europa
(4,2%.) La resistencia simultdnea a claritromicina y metronidazol era también méis
frecuente en paises del sur de Europa (39).

Durante los afios 1999-2002 se realiz6 un estudio multicéntrico europeo con par-
ticipacion de 14 paises para estudiar la resistencia a los antibidticos de H. pylori en
la poblacién pedidtrica. Se detectd una prevalencia de resistencia primaria a la clari-
tromicina del 20%, siendo superior en nifios de menor edad (< 6 vs.> 12 afios), y re-
sidentes en el sur de Europa, siendo para el metronidazol del 23%, simultdnea para
claritromicina y metronidazol del 5,3% y para la amoxicilina del 0,6% (40).

En Espafia durante los afios 1999-2004 se publicaron varios estudios sobre la re-
sistencia antibidtica primaria de H. pylori y se observé que la prevalencia de la re-
sistencia a claritromicina oscilaba entre el 8,7 y el 13% y a metronidazol entre el
13,8 y el 42% (26,41-44). En Sevilla, en nuestra drea sanitaria, durante los afios
1996-8, observamos una prevalencia para la claritromicina del 10% y para el metro-
nidazol del 28,6%, acordes con los datos previamente referidos (45).

En publicaciones mds recientes (2006-09) se muestra que, en la ultima década,
hay en unos casos estabilidad y en otros casos incremento de la resistencia primaria
a la claritromicina que justificarian el descenso progresivo de la efectividad de la
triple terapia. Zullo y cols., en Italia durante 2004-06, detectan una prevalencia de
resistencia primaria a claritromicina del 16,9%, siendo mds frecuente en pacientes
con dispepsia no ulcerosa (19,1%) (46). Boyanova y cols., en Bulgaria, observan
una prevalencia de resistencia primaria a la claritromicina del 10% durante los afios
1996-99 y del 17,9% durante los afios 2005-07 (47), observdndose este incremento
también en otros estudios procedentes de Gran Bretafia, Korea y Japon (48-50).
Storskurubb y cols., en Suecia, observan una baja prevalencia de resistencia prima-
ria a la claritromicina (1,5%) y al metronidazol (16,2%), que relacionan con un bajo
consumo de estos farmacos por una politica antibidtica restrictiva (51). Aboderin y
cols. comunican la situacidn contraria en Nigeria al detectar en 32 casos estudiados
una resistencia a la claritromicina, ampicilina y metronidazol del 100%, relacionan-
dolo con el consumo incontrolado de estos antibidticos (52). Agudo y cols., en Ma-
drid (Espafia) durante los afios 2002-06, detectan en niflos una elevada resistencia
primaria y secundaria a la claritromicina (49,2 y 70,6%), superior a la observada
para el metronidazol (32,8 y 41,2%) y una doble resistencia a claritromicina y me-
tronidazol, primaria y secundaria, en el 154 y 26,5% de los casos respectivamente,
resaltando los autores el gran efecto negativo de esta alta prevalencia en la eficacia
de la triple terapia en la erradicacién de H. pylori (53). Kalach, en Francia durante
los afos 1999-2005, detectan también en nifios una prevalencia de resistencia pri-
maria a la claritromicina elevada (23,2%), aunque menor que en Espafia, que se
mantenia estable respecto a la observada en los afios 1994-98 (22,1%) (54). La re-
sistencia a los antibidticos y su negativa influencia en la efectividad de los trata-

REV Esp ENFERM DIG 2009; 101 (11): 743-756



Vol. 101,N.° 11,2009

REV Esp ENFERM DIG 2009; 101 (11): 743-756

INFECCION POR HELIC OBACTER PYLORI. PREVALENCIA,JNVESTIGACION 753
Y REPERCUSION DE LA RESISTENCIA ANTIBIOTICA

mientos erradicadores de H. pylori constituyé un tema de maxima relevancia en la
IIT Conferencia de Consenso de Maastrich (6). Se admite el incremento de la resis-
tencia a la claritromicina, en relacién a su mayor consumo y se recomienda la triple
terapia con un IBP, amoxicilina o metronidazol y claritromicina en poblaciones con
una prevalencia de resistencia a este antibiético menor del 15-20%, no debiendo ser
utilizada la claritromicina en la situacién contraria. La cuddruple terapia con un IBP,
bismuto, tetraciclinas y metronidazol podria ser una alternativa a la triple terapia
como tratamiento de primera eleccion. La repercusion sobre la efectividad de la tri-
ple terapia es mayor en los casos de resistencia a claritromicina que en los casos de
resistencia metronidazol (21,55). En la revisién realizada por Megraud, publicada
en 2004 (21), se observa que la eficacia de la triple terapia con un IBP, amoxicilina
y claritromicina disminuye desde un 87,8 a un 18,3%, segun exista sensibilidad o
resistencia a este ultimo antibiético, con una pérdida de eficacia de practicamente el
70%. En el mismo estudio se observa que la eficacia de la triple terapia con un IBP,
amoxicilina y metronidazol, segtin exista sensibilidad o resistencia a este ultimo an-
tibidtico, disminuye desde un 894 a un 64,4%, con una pérdida de eficacia de un
25%,y que la eficacia de la triple terapia con un IBP, claritromicina y metronidazol
disminuye desde un 97, a un 0%, segtin exista sensibilidad o resistencia a ambos an-
tibidticos, siendo la eficacia del 72,6% en casos de sensibilidad a claritromicina y
resistencia a metronidazol y del 50% en la situacién contraria. Se considera que un
tratamiento para la infeccion por H. pylori debe recomendarse cuando presenta una
eficacia superior al 80% por intencién de tratar y superior al 85% por protocolo
(3,11,56). La eficacia actual de la triple terapia, como tratamiento de primera elec-
cion es habitualmente inferior al 80% y en algunos estudios inferior al 70% (9-12),
no siendo por tanto una opcion terapéutica recomendable.

Mecanismos de resistencia antibiotica de H. pylori

Las evidencias indican que los mecanismos de resistencia antimicrobiana en H.
pylori son esencialmente debidos a mutaciones cromosémicas (22,57), que son ad-
quiridas fundamentalmente por transmision desde un microorganismo a otro en for-
ma vertical. Las mutaciones cromosdmicas apareceran en la descendencia y, como
consecuencia, se producird un progresivo incremento de la prevalencia de la resis-
tencia antimicrobiana. La transferencia horizontal genética de una cepa bacteriana
resistente a una susceptible, presentes simultineamente en el estomago, no puede
ser excluida.

La claritromicina es un antibidtico bacteriostatico, derivado semisintético de la
eritromicina, pertenece al grupo de los macrdélidos y es el firmaco mds potente fren-
te a H. pylori. Actiia a nivel de los ribosomas bloqueando la sintesis proteica bacte-
riana. La resistencia a la claritromicina es el resultado de mutaciones puntuales que
se presentan en el gen 23S rRNA que modifican la estructura de los ribosomas, afec-
tando a su union con el antibidtico. Las mutaciones mas frecuentes son la sustitu-
cién de la adenina por una citosina o guanina en la posiciéon 2142 (A2142C,
A2142G) o por una guanina en la posicién 2143 (A2143G) y menos frecuentemente
A2115G y G2141A. Estas mutaciones provocan que las cepas resistentes toleren
concentraciones crecientes del antibidtico que van desde 1 hasta 64 ug/ml (58,59).

La amoxicilina es un antibidtico bactericida que inhibe la sintesis de la pared
bacteriana. La prevalencia de resistencia de H. pylori a la amoxicilina es muy baja 'y
para que este antibidtico cumpla su funcidn es necesaria la presencia de las protei-
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nas de unién a penicilina (PBP, del inglés penicillin binding proteins). El mecanis-
mo de resistencia creado por H. pylori consiste en mutaciones en el gen pbp que dan
origen a la sintesis de PBP alteradas, que tienen menor afinidad con el antibidtico.
En las cepas resistentes no se forma el complejo amoxicilina-PBP y se evita la ac-
cién bactericida del antibidtico (57).

Las tetraciclinas son antibi6ticos bacteriostaticos que actdan a nivel de los ribo-
somas bloqueando la sintesis proteica bacteriana. La prevalencia de resistencia a las
tetraciclinas de H. pylori es muy baja, y se adquiere por mutaciones en el gen 16S
rRNA, fundamentalmente en el triplete de bases adenina, guanina y adenina de las
posiciones 926 a la 928 (AGA 926-928), pudiéndose producir simples, dobles o has-
ta triples sustituciones. La triple sustitucion de las bases AGA926-928 por timina,
timina y citosina, respectivamente (AGA926-928 — TTC), en el gen 16S rRNA
permite que las cepas toleren concentraciones del antibidtico de hasta 64 ug/ml, las
dobles mutaciones permiten tolerar concentraciones de hasta 8 ug/ml y la simple
sustitucion de una de estas bases permite tolerar concentraciones de 2 ug/ml
(60,61). En los ltimos afios se ha debatido la existencia de otros posibles mecanis-
mos de resistencia, bien por la accidn de la proteina de eflujo TetA (62) o por la
existencia de un mecanismo de reduccion de la permeabilidad de la membrana.

El metronidazol es un antibidtico bactericida, perteneciente al grupo de los ni-
troimidazoles, que ha sido muy utilizado en el tratamiento de diversas infecciones,
de forma indiscriminada, condicionando que la prevalencia de la resistencia de H.
pylori a este antibidtico sea elevada. Los nitroimidazoles, al penetrar en las células
diana, son activados por un proceso de reduccién mediado por la enzima NADPH
nitrorreductasa, ocasionando dafio al ADN y estructuras bacterianas. Los mecanis-
mos de resistencia conocidos radican en mutaciones en los genes rdxA y frxA que
impedirfan el proceso de activacion celular de los nitroimidazoles.

Levofloxacino y ciprofloxacino son antibidticos bactericidas, pertenecientes al
grupo de las quinolonas, con mecanismo de accién similar que consiste en bloquear
la replicacion del ADN bacteriano por su unién con la enzima ADN girasa, codifi-
cada por los genes gyrA y gyrB. La resistencia de H. pylori a estos antibidticos estd
condicionada por mutaciones en el QRDR (quinolone resistance-determining re-
gion) del gyrA (63).

Métodos estudio de sensibilidad antibiética de H. pylori

Disponemos de diversos métodos de estudio de la sensibilidad antibiética de H.
pylori que pueden clasificarse en métodos fenotipicos, mds utilizados y basados en
el cultivo de biopsias géstricas, como son la dilucidn en agar y el E-test (método del
epsilémetro), y métodos genotipicos como la hibridacién fluorescente in situ, la
PCR (polymerasa chain reaction) convencional y con secuenciacion, la PCR-RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism) y la PCR en tiempo-real, que permite
detectar las mutaciones cromosomicas directamente en las biopsias géstricas y en
heces. El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), anteriormente Natio-
nal Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda el método
de dilucién en agar como el método de referencia o gold standard para el estudio de
la sensibilidad de H. pylori a los antibidticos y, en concreto, para el cdlculo de las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y establece puntos de corte para la cla-
ritromicina (64). La British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) reco-
mienda, en cambio, la difusién con E-test que presenta muy buena correlacion con

REV Esp ENFERM DIG 2009; 101 (11): 743-756



Vol. 101,N.° 11,2009

REV Esp ENFERM DIG 2009; 101 (11): 743-756

INFECCION POR HELIC OBACTER PYLORI. PREVALENCIA,JNVESTIGACION 755
Y REPERCUSION DE LA RESISTENCIA ANTIBIOTICA

el método de dilucién en agar. El E-test tiene la ventaja de ser un método cuantitati-
vo con una expresion directa de las CMI, y ademads, se adapta a las bacterias de cre-
cimiento lento, como H. pylori (65). Otros métodos de estudio disponibles son la di-
lucién en caldo y la difusién en disco (66,67). Los puntos de corte propuestos para
la claritromicina son: para las cepas sensibles de < 0,25 ug/ml, para las cepas resis-
tentes de = 1 ug/ml y para las cepas intermedias de 0,5 ug/ml. Con estos puntos de
corte se han obtenido excelentes valores predictivos en el éxito de la triple terapia
con un IBP, claritromicina y amoxicilina. No existen criterios estandarizados para
otros antibidticos como la amoxicilina, tetraciclinas, rifabutina y levofloxacino. Sin
embargo, la dilucién en agar puede ser aplicada y, se utilizan puntos de corte acepta-
dos por la bibliografia (47,68). El metronidazol es un caso especial porque la mayo-
ria de los estudios han demostrado una ausencia de reproducibilidad inter- e intrala-
boratorio, sin conocerse bien los motivos (2). La falta de correlacion entre los
resultados de sensibilidad de H. pylori y el resultado del tratamiento erradicador es
también un hecho. Las cepas de H. pylori con una CMI alta pueden ser erradicadas,
debido posiblemente a un potencial redox variable dentro del estémago. El punto de
corte utilizado habitualmente para definir la resistencia a metronidazol es = 8 ug/ml.
El EHSG en la IIT Conferencia de Consenso de Maastrich desaconseja, por la falta
de correlacion clinico-bacterioldgica, el uso en practica clinica de pruebas de sensi-
bilidad a metronidazol (6).

Los métodos genotipicos son utilizados sobre todo para estudiar la resistencia
a la claritromicina, aunque también pueden ser empleados para otros antibiéticos.
Las mutaciones cromosdmicas, responsables de la resistencia antibidtica, pueden
ser facilmente detectadas con pruebas moleculares basadas en la hibridacion fluo-
rescente in situ (69) o en la amplificacién gendmica sobre todo con técnicas de
PCR (22). La ventaja de estas pruebas moleculares es el menor tiempo para la ob-
tencion de resultados y la excelente correlacién con la sensibilidad obtenida por
métodos fenotipicos. La principal desventaja es que se requiere disponibilidad de
un laboratorio de microbiologia molecular. El primer método genotipico utilizado
fue la PCR-RFLP. En este ensayo, se amplifica la region que contiene las muta-
ciones y luego los fragmentos sintetizados son tratados con endonucleasas de res-
triccién que reconocen sitios especificos creados por las mutaciones. El tamafio
de los fragmentos resultantes indica la presencia o ausencia de la mutacion (22).
La PCR-RFLP es un método simple, pero tiene la desventaja de utilizar una PCR
convencional, respecto a la demora en la obtencién de resultados y la necesidad
de manipular los amplicones obtenidos, por el riesgo de contaminaciones. EI mé-
todo de PCR y posterior secuenciacién de los fragmentos amplificados ha sido
utilizado sobre bacterias y biopsias gdstricas para la resistencia a claritromicina y
quinolonas. Pero puede ser aplicado para otros antibidticos como amoxicilina. Es
una tecnologia algo compleja, aunque la automatizacién ha permitido su desarro-
Ilo (22). Por dltimo se ha utilizado con éxito la PCR en tiempo-real (22,70) que
permite detectar cualquier tipo de mutacion en la region amplificada y el método
representa un progreso importante, porque el resultado puede ser obtenido en 2
horas. Ha sido utilizada para detectar H. pylori directamente en muestras de biop-
sia y heces, asi como en bacterias cultivadas. La PCR en tiempo-real en heces se
ha convertido en una de las técnicas diagndsticas mds prometedoras porque es un
método rdpido, no invasivo, que permite una deteccion directa de la bacteria y va-
lorar la sensibilidad a la claritromicina. Un mayor grado de normalizacién o es-
tandarizacién de esta técnica debe terminar con la disponibilidad de un kit comer-
cial con buena sensibilidad y especificidad.
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En el estudio de Torres Debat y cols., incluido en este nimero de la Revista Es-
paiiola de Enfermedades Digestivas (71), se aporta por primera vez informacion so-
bre la prevalencia de resistencia antibidtica de H. pylori en Uruguay y asimismo se
investigan, mediante PCR, los mecanismos moleculares de resistencia a la claritro-
micina. Los autores investigan la prevalencia de resistencia a los antibidticos, me-
diante E-test, en dos periodos de tiempo y en dos poblaciones de edad adulta, con
cultivo de biopsia gastrica positivo para H. pylori, y distintas en sus origenes étni-
cos. En al afio 2001 se estudian 19 pacientes representativos de la poblacion general
y en el afio 2006 se estudian 31 pacientes descendientes de africanos. La prevalencia
de resistencia a metronidazol result6 respectivamente del 36,8 y 35,5%, a claritro-
micina del 0y 19,4%, a levofloxacino del 5,2 y 3,2%, y a la amoxicilina y tetracicli-
nas del 0%, en ambos grupos. Es destacable la variable prevalencia a la claritromici-
na en los dos periodos de tiempo y/o en los dos grupos de poblacion estudiados. Es
conocido que la prevalencia de resistencia a los antibidticos, y en concreto a la clari-
tromicina, varia entre distintos paises y, en un determinado pais, entre distintas re-
giones, grupos sociales o grupos étnicos. No disponemos de suficiente informacion
sobre prevalencia de resistencia a los antibidticos en poblaciones de origen africano
o en paises latino-americanos. En México, durante los afios 1995-97, se comunic6
una prevalencia de resistencia a la claritromicina del 25% (32) y recientemente en
Paraguay se detecté una prevalencia de resistencia a este antibidtico del 2% (72).
Aboderin, durante los afios 2002-06 en Nigeria, detecté una prevalencia de resisten-
cia a la claritromicina del 100%, siendo también muy elevada para otros antibidticos
(52). Los datos existentes son, en cualquier caso, insuficientes para obtener conclu-
siones. La prevalencia de resistencia a la claritromicina durante el afio 2006 aporta-
da en el estudio de Torres Debat y cols. en Uruguay es alta y, como también opinan
los autores, no se puede aclarar si refleja la situacion actual de la poblacion general,
con un rapido incremento en los dltimos afios, 0 como puede sospecharse refleja la
situacion actual de un determinado grupo étnico de Uruguay, siendo esto tltimo po-
siblemente apoyado por la deteccidn en todos los casos de una tinica mutacion gené-
tica en la posicion 2143 (71). La elevada prevalencia de resistencia a metronidazol
es mas bien similar a la observada actualmente en algunos paises desarrollados y no,
como refieren los autores, similar a la existente en paises en vias de desarrollo (39).

Se admite, como se ha comentado previamente, que con una prevalencia de re-
sistencia a la claritromicina mayor al 15-20%, presente en el estudio que comenta-
mos y en otros previamente referidos, no deberia utilizarse la triple terapia, inclu-
yendo este antibidtico de forma empirica en el tratamiento de la infeccién por H.
pylori, debiéndose considerar otras alternativas terapéuticas. Seria deseable poder
disponer de una informacion fiable y actualizada periddicamente sobre la prevalen-
cia de las resistencia antibidticas de H. pylori, en concreto a la claritromicina, en los
distintos paises, regiones o dreas sanitarias, pudiéndose valorar en cada caso el tra-
tamiento erradicador potencialmente mas efectivo. La investigacion de la resisten-
cia antibidtica es especialmente necesaria cuando detectemos una baja efectividad
de la triple terapia en la erradicacion de H. pylori y, en pacientes concretos, tras fra-
caso del primer y, sobre todo, segundo tratamiento erradicador.
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