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Introduccion. La resistencia al metronidazol es un factor clave relacionado con el fracaso del
tratamiento contra la infeccion por Helicobacter pylori asociada, principalmente, con mutaciones en la
nitrorreductasa RdxA. A pesar de su importancia, los estudios sobre esta proteina son aun incipientes
en Popayan, Colombia.

Objetivo. Evaluar la frecuencia de las mutaciones en la nitrorreductasa RdxA en una poblacién de
pacientes con enfermedad gastrointestinal por H. pylori.

Materiales y métodos. El ADN de 170 biopsias gastricas se amplific6 mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para detectar las mutaciones en la nitrorreductasa RdxA. Se analizaron las
secuencias traducidas a aminoacidos y se compararon con la cepa de referencia 26695.

Resultados. La frecuencia de mutaciones de la nitrorreductasa RdxA en la poblacién de estudio fue
de 78 %. Su distribucion mas frecuente se detecto en las posiciones D59N (en 153 muestras), R131K
(en 101 muestras), R90K (en 97 muestras), A118T (en 42 muestras), I1160F (en 32 muestras), HO7T
(en 26 muestras) y en los codones de parada Q50*; D59*; E75*; C159* y I1160* en cinco, una, tres, diez
y seis muestras, respectivamente. El genotipo de virulencia més frecuente fue el vacAs1/m1 negativo
para cagA (48,6 %).

Conclusiones. La gran frecuencia de mutaciones en la nitrorreductasa RdxA en aislamientos de H.
pylori en Popayan sugiere que los tratamientos empiricos con metronidazol no serian una opcion
valida para su erradicacion en pacientes de la poblacién estudiada.
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Frequency of Helicobacter pylori nitroreductase RdxA mutations for metronidazole activation in
a population in the Cauca Department, Colombia

Introduction: Resistance to metronidazole is a key factor associated with Helicobacter pylori treatment
failure. Even though resistance is mostly associated with RdxA nitroreductase mutations, studies of this
H. pylori protein in Popayan (Colombia) are still incipient.

Objective: To evaluate the frequency of mutations in the RdxA nitroreductase in a population of patients
with H. pylori-positive gastrointestinal disease.

Materials and methods: We amplified the DNA of 170 gastric biopsies by PCR to detect mutations
in the RdxA nitroreductase. An analysis of DNA sequences translated into amino acid sequences was
done and then compared to the reference strain 26695.

Results: The frequency of RdxA nitroreductase mutations in this study population was 78%. Its most
frequent distribution was found in positions D59N (153 samples), R131K (101 samples), R90K (97
samples), A118T (42 samples), 1160F (32 samples) and H97T (26 samples), and meaningful stop
codons Q50*, D59*;, E75*, C159* and 1160* in five, one, three, ten and six samples, respectively. The
most common virulence genotype was vacAsl/ml cagA negative (48.6 %).
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Conclusions: The high frequency of RdxA nitroreductase mutations in H. pylori isolates in Popayan
(Colombia) indicates that empirical therapy with metronidazole may not be a valid option for the
eradication of H. pylori in patients of the studied population.
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Las nitrorreductasas son un grupo de enzimas
gue catalizan la reduccién de grupos nitro de com-
puestos estructuralmente diversos que incluyen los
nitrotoluenos, los nitrofuranos y los nitroimidazoles.
Estas enzimas se pueden subdividir en dos clases
generales: sensibles al oxigeno e insensibles al
oxigeno (1).

En Helicobacter pylori, bacteria que infecta a los
seres humanos y se asocia con el desarrollo de
gastritis, Ulcera péptica, linfoma gastrico de tejido
linfoide asociado a mucosa (Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue, MALT) y cancer gastrico (2,3),
la nitrorreductasa RdxA insensible al oxigeno cata-
liza la reduccion del medicamento antimicrobiano
metronidazol y genera productos intermedios y
finales, como la hidroxilamina y el peréxido de
hidrogeno, y radicales libres de oxigeno que pro-
ducen dafio en el ADN y la muerte celular del
microorganismo (1).

Esta nitrorreductasa es esencial para la activacion
del metronidazol en H. pylori (4), el cual se consi-
dera un antimicrobiano efectivo contra organismos
con poca reaccion de oxidorreduccion (redox)
intracelular, como las bacterias anaerobias, los pro-
tozoos y los microrganismos microaerofilos, entre
ellos, H. pylori (5).

Uno de los medicamentos utilizados en los esquemas
de tratamiento para la erradicacion de esta infec-
cion es el metronidazol; sin embargo, la aparicion
de aislamientos que no responden al medicamento
ha fomentado el interés en las investigaciones para
comprender las causas principales de la resistencia
de la bacteria a su accion (4-6).

En varias revisiones sisteméaticas se ha reportado
una gran heterogeneidad en las frecuencias de
prevalencia de la resistencia primaria al metronida-
zol en los paises latinoamericanos, y cabe resaltar
gue Colombia presenta la tasa de resistencia mas
alta, 83 % (7,8).
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Los resultados de diversos estudios han demostrado
que la resistencia de H. pylori al metronidazol se
debe a la presencia de diferentes mutaciones
en el gen rdxA, las cuales se evidencian como
inserciones o deleciones en diferentes sitios del
gen. Estos cambios en la secuencia del genoma
llevan a que la nitrorreductasa RdxA codificada por
el gen se inactive y no logre reducir el metronidazol
a nivel celular, generando asi la resistencia de la
bacteria al antimicrobiano (4,9,10). Las mutaciones
que inactivan el gen rdxA originan codones de
parada o sustituciones que tornan disfuncional la
proteina. En algunos casos, el gen frxA promueve
la aparicién de resistencia y en otros muta con el
gen rdxA (9,11).

La participacion del gen rdxA en el desarrollo de
la resistencia al metronidazol se ha estudiado
mediante modelos en ratones para determinar
SuU secuencia en cepas sensibles y resistentes al
medicamento. Se ha encontrado que las cepas
resistentes presentan mutaciones por el cambio
en el marco de lectura resultado de la pérdida o
ganancia de adenina (A) o de timina (T), mutaciones
de sentido erroneo que contienen la sustitucion de
aminoacidos como la prolina (P) por la leucina (L),
la tirosina (YY) por la histidina (H) y la alanina (A)
por la valina (V) (12,13). Aldana, et al. (9), utilizaron
muestras de pacientes sometidos a endoscopia,
cultivadas y posteriormente inducidas a resisten-
cia al someterlas a diversas concentraciones de
metronidazol. En los andlisis de la secuencia del
gen rdxA, se han encontrado sustituciones de
aminoacidos, como el cambio de serina (S) por
asparagina (N).

Segun las recomendaciones del Consenso de
Maastricht 1V (14,15), la secuenciacién es una
técnica utilizada con éxito en la determinacién de
mutaciones, en especial en areas geograficas donde
los cultivos de la bacteria no estan disponibles.
El uso de los tratamientos de erradicacion de la
infeccion debe basarse en estudios de prevalencia
de la resistencia a los antimicrobianos en cada
region (2,7).

Puesto que en Colombia son pocos los estudios
en que se ha determinado la presencia de mutacio-
nes en la nitrorreductasa RdxA y, dado que en el
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departamento del Cauca no existe un laboratorio con
la infraestructura para cultivar H. pylori, el objetivo
de este estudio fue determinar la frecuencia de
mutaciones de RdxA y describir los cambios que,
segun los reportado en varios estudios, estarian
asociados con la resistencia al metronidazol.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Seincluyeron 170 pacientes remitidos a las unidades
de gastroenterologia del Hospital Universitario San
José y el Susana Lopez de Valencia, y a la Unidad
ENDOVIDEO 2000 (29, 40 y 101, respectivamente)
de Popayan, entre octubre de 2011 y junio de 2013.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes:
pacientes mayores de 18 afios, nacidos en el
departamento del Cauca, con sintomas de dis-
pepsia, y que no hubieran recibido tratamiento de
erradicacion de H. pylori, ni antibioticos ni sales de
bismuto durante el ultimo afio.

Los pacientes aceptaron su participacion en el
estudio mediante la firma de un consentimiento
informado, segun lo dispuesto en la Resolucion
N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.
Esta investigacion fue aprobada por los comités
de ética de la Universidad del Cauca y de la
Pontificia Universidad Javeriana. Los participantes
respondieron un cuestionario estandarizado sobre
algunas variables sociodemogréficas y clinicas.

Se tomaron ocho biopsias de cada paciente: tres del
antro, tres del cuerpo y dos de la incisura angular,
segun los criterios de Sydney (16). Para el andlisis
histopatoldgico, se utilizaron dos biopsias de antro
y cuerpo, y una de incisura, todas examinadas
por un uUnico patologo experto, siguiendo los cri-
terios establecidos internacionalmente (17). Las
biopsias restantes se utilizaron para la extraccion
del ADN.

Extraccion del ADN y amplificacion mediante
PCR

Las muestras de las biopsias gastricas (antro,
incisura y cuerpo) de cada paciente se colocaron
en recipientes independientes y se transportaron
en medio de cultivo de caldo de Brucella spp. con
20% de glicerol para la extraccién genémica, usando
el estuche Wizard Genomic DNA Purification®
(Promega, Madison, WI, USA) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. EI ADN se
reconstituyé en 100 pl de solucién de rehidratacion
y se almacend a -30 °C hasta su uso.

Mutaciones en RdxA de Helicobacter pylori en poblacién del Cauca

La calidad del ADN se determind estableciendo la
relacion de absorbancia A260/A280 con un espec-
trofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000™.

La presencia de H. pylori se determiné por los
alelos s y m del gen vacA, segun la metodologia
descrita previamente (18). Se utiliz6 una prueba
de PCR mudltiplex (Qiagen Multiplex PCR®)
para amplificar los genes vacA y cagA, con las
siguientes secuencias de cebadores: vacA s F
5" — ATGGAAATACAACAAACACAC - 3, R 5 -
CTGCTTGAATGCGCCAAAC - 35 vacA m F 5
- CAATCT GTC CAATCAAGC GAG -3; R 5" -
GCG TCTAAATAATTC CAAGG -3y cagA F5'-
GTTGATAACGCTGTCGCTTC-3, R 5-GGGTT
GTATGATATTTTCCATAA’3". La reaccion incluyé
una mezcla de 2 pl de ADN gendmico bacteriano,
1X de Qiagen Master Mix®, 0,3 pmol/ul de cada
cebador, y 2 ul de agua libre de ARNasa en un
volumen de 12 pl de reaccién.

Los productos de amplificacion se evidenciaron
en geles de agarosa al 1,5 % por tincién con
bromuro de etidio bajo luz ultravioleta, tomando
como referencia las bandas de amplificacion de las
cepas NCTC 11637 (genotipo: cagA, vacA s1/m1l)
y 3062 (genotipo: cagA negativo, vacA s2/m2) de
H. pylori.

Andlisis del gen rdxA

Se amplifico una region de 460 pb del gen rdxA en
las muestras positivas para H. pylori determinadas
por histopatologia y mediante la genotipificacion
del gen vacA. Se usaron los iniciadores rdxA F
5'- GACAATTATTAAACGAGCGC-3' y rdxA R 5'-
CCTCCAATAATGCAACTATC-3' correspondientes
a las posiciones 1013697 a 1014157 de la cepa
de referencia 26695 (acceso en Genbank: gb|
CP003904.1) (19), reportados por Kwon, et al. (20).

Para la PCR, se us6 una mezcla con 2,7 U de
Tag ADN polimerasa recombinante (Invitrogen™,
Brasil), 5 pl de ADN genomico bacteriano, 0,5
pmol/ul de cada cebador, 1,0X de solucion tam-
pén de reaccion proporcionada por el fabricante
(Invitrogen™, Brasil), 2 mmol/L de MgCL, y 0,5
mmol/L de cada deoxinucleoétidotrifosfato (dNTP)
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) en un volumen
final de 50 ul de reaccion.

Las muestras fueron llevadas al termociclador
(MyCycler Termal Cycler™, BIORAD) bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial
durante 9 minutos a 95 °C, 40 ciclos de desnatura-
lizacién a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion
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a 50 °C durante 45 segundos, extension a 72 °C
durante 45 segundos, y una extension final a 72 °C
durante 5 minutos.

Los productos de amplificacion de 460 pb se
evidenciaron en geles de agarosa al 2 % por
tincién con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta y
por comparacion con la banda de amplificacion de
la cepa de H. pylori NCTC 11638.

Los productos de la PCR se enviaron a Macrogen®
Inc. Company (Corea) para el analisis de secuencia-
cion del gen rdxA. Posteriormente, las secuencias
obtenidas se evaluaron usando la herramienta
BLASTXx (Basic Local Alignment Search Tool) (21).
Para determinar los cambios de la nitrorreductasa
RdxA, se compar6 con la region amplificada de la
cepa de referencia 26695 (Genbank HP26695 ) (22)
sensible al metronidazol segun estudios previos
(23). Ademas, se compararon con las secuencias
de las cepas 11638 (identificacion de la secuencia:
emb|CAC83809.1| y gi|9858509|gb|AF180408.1]).
Los cambios reportados fueron relacionados luego
con los codones de parada y las mutaciones de
cambio de aminoécidos. Se utiliz6 el programa
CLUSTAL W (24) para el andlisis de los cambios
mas significativos en la nitrorreductasa RdxA.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa
SPSS®, version 19.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), y se hizo la prueba de ji al cuadrado, con un
valor de significacion estadistica de p<0,05.

Resultados

Caracteristicas sociodemogréficas de la
poblacién

Se incluyeron 170 pacientes diagnosticados por
histopatologia con infeccién por H. pylori, y mues-
tras sometidas a genotipificacion y andlisis del
gen rdxA. La distribucion de las caracteristicas
de sexo, edad, procedencia y escolaridad de los
participantes se muestra en el cuadro 1. La edad de
la poblacion de estudio fluctuaba entre los 18 y los
84 afos, y la edad promedio fue de 51 + 13,6 afios;
la mayoria eran mujeres (103, 60,6 %). EI 51 % de
la poblacién provenia del area rural y el 62 % tenia
un nivel educativo menor o igual a primaria.

Se hizo la genotipificacion de todas las muestras y
el genotipo mas frecuente en esta poblacion fue el
vacA s1/ml negativo para cagA (49,4 %), seguido
por el genotipo vacA s1/ml positivo para cagA
(39,7 %), otros genotipos s2/m2 negativos para
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cagA (5,3 %), el s1m2 negativo para cagA (1,8 %),
y el s1m2 positivo para cagA (0,6 %); en 3,2 % de
los pacientes se detectaron infecciones multiples.

Analisis de secuencia de la proteina RdxA

En 92,9 % de las secuencias de la proteina RdxA se
detectaron cambios en, al menos, un aminoacido
en comparacion con la cepa de referencia 26695.
En el cuadro 2 se presentan todas las mutaciones
distribuidas en codones de parada y mutaciones
puntuales desde la posicion 46 hasta la posicion
160 de la proteina RdxA. Por otra parte, el 78,2
% de las muestras presentd mutaciones relaciona-
das con la resistencia a metronidazol (49,10,13,22,
25), especificamente mutaciones puntuales tales
como R131K (en 101 muestras), R90K (en 97
muestras), en A118T (en 42 muestras), H97T (en
26 muestras), E133K (en 11 muestras), y S108A
(en 9 muestras), en tanto que el 21,8 % de las
mutaciones puntuales no habian sido reportadas
en aislamientos resistentes: la D59N (en 153
muestras), la G98S (en 27 muestras), la H97Y (en
18 muestras), la A118S (en 5 muestras) y la 1160F
(en 32 muestras) (4,6,12,22,26). Se encontraron,
ademas, mutaciones relacionadas con los siguien-
tes codones de parada: Q50*(en cinco muestras);
I1160* en seis muestras, E75* en tres, C159* en
diez, y en la posicion 162* en dos muestras.

En la figura 1 se observan los tres sitios con
mayor variabilidad en la proteina RdxA (R90, H97,
R131), asi como los codones de terminacién en
las posiciones 50, 78 y 102. En la posicion 133,
se encontré una doble sustitucion asociada a un
cambio en el marco de lectura. En el cuadro 3
se relacionan las mutaciones de insercién en las

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion
estudiada

Caracteristica n (%)
Sexo
Masculino 67 (39)
Femenino 103 (61)
Edad (afios)
18 a 40 35 (20)
41a60 93 (55)
61a>71 42 (25)
Procedencia
Urbana 84 (49)
Rural 86 (51)
Nivel de educacion
Primaria 105 (62)
Secundaria 39 (23)
Técnico 10 (6)
Superior 16 (9)
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Cuadro 2. Frecuencia de mutaciones de aminoéacidos en la
nitrorreductasa RdxA de Helicobacter pylori

Tipo de mutacién Cambios n (%)
en RdxA
Codon de terminacion Y47* 1 2,9
D59* 1 2,9
Q65 * 1 2,9
E74 * 1 2,9
K78* 1 2,9
N103* 1 2,9
E107* 1 29
R112* 1 2,9
V144* 1 2,9
162* 2 57
E75* 3 8,5
Q50* 5 14,2
1160* 6 17,1
C159* 10 28,5
Total 35 100
nl702
Mutaciones puntuales S46R 1 0,6
c87Y 1 0,6
E133Q 1 0,6
T31E 2 1,2
C87R 2 1,2
K64S 2 1,2
M149H 4 2,3
1160K 4 2,3
H53R 4 2,3
K64N 5 2,9
A118S 5 2,9
AB8V 6 3,5
S108A°® 9 53
E133K?® 11 6,5
C159S 11 6,5
M561 14 8,2
1160L 18 10,6
HI7Y 18 10,6
H97T?® 26 15,3
G98S 27 15,9
1160F 32 18,8
A118T?® 42 24,7
R90K 97 57,1
R131K® 101 59,4
D59N 153 90,0

a: nimero de muestras analizadas para mutaciones puntuales en RdxA
b: cambios asociados a resistencia segun los estudios consultados (8,10)
*: codon de terminacion en la proteina RdxA

posiciones Q50*, D59* y E74*, y de sustitucion en
las posiciones E75*, K78*, N103* y C159*, las cua-
les generaron codones de terminacion y posibles
interrupciones del marco abierto de lectura.

Por otro lado, se compararon los tipos de mutaciones
distribuidos en las lesiones gastricas (cuadro 4)
en las que fueron mas frecuentes las mutaciones
puntuales en las diferentes enfermedades gastricas,
aunque no se registraron diferencias estadistica-
mente significativas (p=0,74) en comparacion con
las mutaciones en los codones de parada.

Mutaciones en RdxA de Helicobacter pylori en poblacién del Cauca
Discusidn
La resistencia de H. pylori al metronidazol se
ha atribuido a la inhibiciéon de la actividad de las
nitrorreductasas, especialmente por mutaciones
en el gen rdxA, las cuales se relacionan con
la estabilidad de la proteina, en tanto que la
dimerizacion y la actividad enzimatica dependen
de la unidn al cofactor fosfato de lactoflavina (FMN)
(1,5). Las mutaciones que afectan las posiciones
A68V, A118T, R90K, R131K, R16H, S88P y HI7T, y
las que introducen un codén de parada, como N73*
y Q50*, se han correlacionado con la resistencia al
metronidazol, especialmente cuando hay valores
altos en las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) (13,20,27) y cuando la CIM por dilucién en
agar es igual o superior a 12 pg/ml (13,22,25).

Dichos resultados coinciden con los hallazgos
del presente estudio, en el cual las mutaciones
R90K, R131K, D59N y H97T fueron las mas
representativas, en tanto que las mas frecuentes
fueron la D59N (153/170), seguida por la R131K
(101/170), la R90K (97/170), y la A118T (42/170).
Mendz, et al.,, reportaron una compilacion de
mutaciones en RdxA, incluidas aquellas que
representan pérdida de la funcion de la proteina
(4), datos que coinciden con los encontrados
en este estudio, especialmente en cuanto a las
mutaciones en las posiciones 56, 59, 90, 97, y 118,
en las cuales se han documentado cambios en los
diferentes aislamientos.

Las mutaciones H53R, M56I, L62V, A68V,HI7T y
G98S halladas en este estudio concuerdan con lo
reportado en otros estudios en aislamientos resis-
tentes al metronidazol (12,13,22); sin embargo,
los aislamientos sensibles también han presentado
estas mutaciones, lo cual confirmarialas limitaciones
del empleo de las mutaciones en RdxA como Unico
marcador de resistencia al metronidazol en H. pylori
(22). Por ello, se necesitan estudios posteriores de
transformaciéon con cepas resistentes y sensibles,
para avanzar en la comprension del papel del gen
rdxA en la resistencia a este medicamento (27).

Se hareportado que las sustituciones e inserciones
gue causan un codon de terminacion prematuro en
la proteina RdxA estan asociadas con el fenotipo de
resistencia (27). Las mutaciones de los codones de
parada encontradas en el presente estudio podrian
estar asociadas con dicho fenotipo.

En un estudio reciente en Kuala Lumpur, en el
cual se emplearon métodos fenotipicos, se esta-
blecié que la resistencia primaria al metronidazol
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Figura 1. Posiciones variables relacionadas con los cambios en la proteina RdxA de Helicobacter pylori a partir del alineamiento
de la secuencia traducida y analizada. A: secuencia rdxA de referencia 11638; B: secuencia de consenso, las letras en mintscula
reflejan cambios en los amino&cidos y las letras en mayuscula muestran las zonas conservadas de RdxA; C: regiones poco variables
de la proteina RdxA; D: regiones hipervariables de la proteina RdxA (R90, H97, R131)

Cuadro 3. Mutaciones de cambio de lectura (inserciones y
sustituciones) relacionadas con la presencia de codones de
parada en la proteina RdxA de Helicobacter pylori en la poblacion
de estudio

Tipo de mutacion Efecto RdxA n
Insercioén
A posicion 141 Cambio de lectura, TAA D59* 1
CDP? posicion 175
A posicion 135 Cambio de lectura, TAA Q50* 1
CDP posicién 148
A posicion 193 Cambio de lectura, TAA E74* 1
CDP posicién 193
Sustitucion
C por T posicién 148 TAG CDP posicién 148 Q 50* 4
T por G posicién 223 TAA CDP posicion 223 E 75 3
Apor T posicion 234 TAA CDP posicién 234 K 78* 1
C por T posicién 304 TAA CDP posicion 304 N103* 1
T por A posicion 479 TGA CDP posicion 479  C159* 4

CDP?; codon de terminacion

*: codon de terminacion en la proteina RdxA

Cuadro 4. Frecuencia de mutaciones en RdxA de Helicobacter

pylori en lesiones géastricas

Lesion gastrica n Mutacion Codonde p

puntual parada

n (%) n (%)

Gastritis cronica no atrofica 46 37 (80,4) 9 (19,6)
Gastritis cronica atrofica 23 16(69,6) 7(30,4)
Metaplasia intestinal 78 63(80,8) 15(19,2) 0,74
Displasia 9 8(88,9) 1(11,1)
Cancer gastrico 14 11 (78,6) 3(21,4)
Total 170 135(79,4) 35 (21,4)

p=0,74, prueba de y?

196

en aislamientos clinicos fue de 32,3 %. Al evaluar
las variaciones en el gen rdxA y la correspondiente
alteracion de la proteina RdxA se encontraron cam-
bios en los aminoé&cidos en 70,2 % de las cepas
resistentes y mutaciones asociadas con codones
de parada en 56,8 % (28), lo cual evidencia la
importancia de evaluar la resistencia mediante
pruebas moleculares (29).

En contraposicién a estos hallazgos, en otros
estudios se ha reportado la presencia de aisla-
mientos resistentes en los cuales las proteinas
RdxA estaban intactas, lo cual sugiere que habria
otros genes involucrados en la resistencia al
metronidazol, como el gen frxA, el cual participa
en su activacion en el interior de la célula (20,26).
Se ha postulado que las mutaciones en la proteina
FrxA pueden aumentar los valores de la CIM
en los aislamientos resistentes y que las que
ocurren en los codones de parada reforzarian
el fenotipo resistente (25). Por consiguiente, no
hay que desconocer el papel que cumplen otras
nitrorreductasas como la frxA, la fdxAy la rpsU en
la resistencia al metronidazol (26,27,30).

También, se ha postulado que existen otros meca-
nismos de resistencia diferentes a las proteinas
RdxA o FrxA. Algunas mutaciones en genes
relacionados con el potencial de oxidorreduccién
asociado con el metabolismo del metronidazol y sus
productos intermedios activos contra la bacteria,
por ejemplo, en la proteina Fur de H. pylori, pueden
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afectar la sensibilidad al metronidazol al alterar
el equilibrio de oxidorreduccion mediado por esta
proteina, y detener la activaciéon de los productos
bactericidas (31).

La combinacion de metronidazol con otros anti-
bidticos se utiliza ampliamente en el tratamiento
estandar contra la infecciéon por H. pylori y otras
infecciones bacterianas anaerobias (32-37). Sin
embargo, laresistencia de la bacteria al metronidazol
es una de las causas del fracaso del tratamiento
de dolencias gastricas (7). En los estudios en los
gue se emplearon métodos fenotipicos (dilucién en
agar) en Bogotd, Trespalacios, et al., encontraron
una prevalencia de resistencia al metronidazol de
81 % (38); en otro estudio en Pereira, la prevalen-
cia fue de 88 % (29). Estos valores en diferentes
poblaciones colombianas indican que la prevalencia
de la resistencia a este nitroimidazol supera los
limites maximos de 40 % recomendados por el
consenso europeo de Maastricht IV (14,39). Segln
dichas recomendaciones, en areas geograficas en
donde la prevalencia de resistencia sea superior
a 40 %, el metronidazol no puede utilizarse en los
tratamientos empiricos (39).

A diferencia de los estudios mencionados en
Colombia, en otros paises latinoamericanos se han
reportado datos distintos (8,34): en Chile, se encontrd
una resistencia al metronidazol de 44,9 %, en una
regién de México, del 37,1 %, detectada mediante
la técnica de E-test (40), y en Brasil se reportaron
valores de resistencia de 40,2 % (41). Estas
diferencias entre poblaciones indican la importancia
de vigilar los niveles de resistencia regional y local,
ya que existen diferencias en la prevalencia de la
resistencia segln las areas geograficas, lo cual
significa que los resultados obtenidos en una region
no pueden extrapolarse a otras y, por lo tanto, es
fundamental disponer de informacion especifica
sobre los niveles de resistencia del microorga-
nismo a los antibidticos usualmente utilizados en
los esquemas de erradicacion, con el fin de elegir
aquellos eficaces y replantear el uso de algunos
en el tratamiento empirico (7).

Anivel local no hay publicaciones sobre la resisten-
cia al metronidazol, y aun asi, se sigue utilizando
frecuentemente en la practica clinica como trata-
miento de primera linea. Lo mas preocupante
es la ausencia de protocolos para verificar la
eficacia de los tratamientos en la erradicacion del
microorganismo; de hecho, en un estudio en el cual
se hizo una encuesta entre médicos generales,
especialistas y gastroenterdlogos, se encontré que
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todavia se prescribe el metronidazol como trata-
miento de primera linea para la infeccion por H.
pylori (42).

En el presente estudio, se determin6 por primera
vez la frecuencia de las mutaciones en la nitrorre-
ductasa RdxA en pacientes infectados por H. pylori
en el departamento del Cauca. En esta zona del
pais, se ha reportado una gran prevalencia de
H. pylori, y se ha sugerido que los aislamientos
circulantes en su poblacién estan expuestos a la
presién de seleccion dado el uso indiscriminado
de antimicrobianos del tipo de los nitroimidazoles
como tratamiento antiparasitario, asi como contra
infecciones gastrointestinales (42) y, especialmente,
en infecciones urinarias y vaginales (8,34). Por ello,
debe implementarse la vigilancia de las tasas de
erradicacion de H. pylori en poblaciones con riesgo
de céncer gastrico. La gran frecuencia de mutacio-
nes (78 %) en la nitrorreductasa RdxA podria estar
relacionada con la resistencia al metronidazol.

Se sugiere hacer estudios fenotipicos adicionales
para relacionar los resultados de los analisis
genéticos obtenidos con las CIM del antibiético.
En los eventuales estudios que se lleven a cabo,
deberia hacerse el antibiograma de las muestras
seleccionadas en pacientes con recurrencia de
la infeccién para establecer la relacion con los
hallazgos que aqui se presentan. Por ello, se
propone emplear el cultivo bacteriano como una
herramienta necesaria en pacientes en quienes el
tratamiento ha fallado, segun lo recomendado por
Malfertheiner, et al. (14). Por lo pronto, el andlisis
de las mutaciones de la proteina RdxA es una
excelente aproximacion para analizar la resistencia
en un gran namero de muestras en poblaciones
como la de Popayan, en donde los estudios son
escasos Yy, ademas, no existen las condiciones para
cultivar la bacteria. Dada la alta tasa de incidencia
de la enfermedad gastrointestinal en Popayan, se
deberian proponer programas de prevencién de
la infeccién por H. pylori y de promocién del uso
adecuado de medicamentos.

En conclusién, este es el primer estudio en el
departamento del Cauca en el cual se han evaluado
las mutaciones de la nitrorreductasa RdxA, aso-
ciadas en diversos estudios con la resistencia de H.
pylori al metronidazol en pacientes con dispepsia
funcional. Se requieren nuevos estudios para
evaluar el impacto de la resistencia en el fracaso
del tratamiento en la poblacién de esta regién y
para establecer la prevalencia de la resistencia a
los otros antimicrobianos utilizados para combatir
la infeccion.
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