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Actividad in vitro de la furazolidona
y la nitrofurantoina en aislamientos clinicos de
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RESUMEN

Claritromicina, amoxicilina, tetracilina y metronidazol son los antimicrobianos mas utilizados en las infecciones por Helicobacter pylori. La re-
sistencia a la tetraciclina y a la amoxicilina es poco frecuente, pero la resistencia a la claritromicina y al metronidazol depende de la pobla-
cion estudiada y es un importante marcador de fallo terapéutico. El objetivo de este estudio era determinar la actividad in vitro de furazoli-
dona y nitrofurantoina en 164 aislamientos clinicos de H. pylori mediante dilucion en agar, y determinar la tasa de mutacion espontéanea en
ocho cepas. La resistencia al metronidazol fue del 23,77% (IC95%: 18,96-29,14) y a la claritromicina del 16,78% (IC95%: 12,64-21,62);
ademas, un 1,4% (IC95%: 0,38-3,54) mostraron resistencia intermedia a la claritromicina. Todas las cepas fueron sensibles a la amoxicilina y
a la tetraciclina. El porcentaje de resistencia a la furazolidona y la nitrofurantoina fue del 1,82% (IC95%: 0,37-5,25) y el 0,6% (IC95%: 0-3,35),
respectivamente. Las tres cepas resistentes a la furazolidona fueron sensibles a la nitrofurantoina (CMI = 4 mg/l para furazolidona y 2 mg/l pa-
ra nitrofurantoina), y la Unica cepa resistente a la nitrofurantoina fue sensible a la furazolidona (CMI = 4 mg/l para nitrofurantoina y 1 mg/l pa-
ra furazolidona). Estas cuatro cepas eran resistentes al metronidazol (CMI = 16 mg/l). No se detectd mutacion espontanea que confiriera re-
sistencia a furazolidona ni a nitrofurantoina en las ocho cepas de H. pylori estudiadas, sin embargo, si se detectaron mutantes resistentes a
metronidazol en las ocho cepas, con una tasa de mutacién de 7,4 x 107%a 9,4 x 10°°. La furazolidona y la nitrofurantoina mostraron una ex-
celente actividad in vitro, lo que puede ratificar la utilidad de la furazolidona como antimicrobiano de segunda linea cuando ha fallado el tra-
tamiento, o como tratamiento de primera linea en poblaciones con pocos recursos econémicos.
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In vitro activity of furazolidone and nitrofurantoin in
Helicobacter pylori clinical isolates and study of mutation rate

SUMMARY

Clarithromycin, amoxicillin, tetracycline and metronidazole are the most frequently used antimicrobials for Helicobacter pylori infection treat-
ment. While tetracycline and amoxicillin resistance are rare, clarithromycin and metronidazole resistance vary in different populations and
are considered factors for treatment failure. The aim of this study was to determine the in vitro activity of furazolidone and nitrofurantoin
in 164 H. pylori clinical isolates by agar dilution and to determine the spontaneous mutation rate. Metronidazole and clarithromycin resis-
tance were 23.77% (CI195%: 18.96-29.14) and 16.78% (CI95%: 12.64-21.62), respectively;, moreover, 1.4% (CI95%: 0.38-3.54) were in-
termediate to clarithromycin. All the isolates were susceptible to amoxicillin and tetracycline. Furazolidone and nitrofurantoin resistance
rates were 1.82% (CI95%: 0.37-5.25) and 0.6% (CI95%: 0-3.35), respectively. The three furazolidone-resistant strains were nitrofurantoine-
susceptible (MIC 4 mg/l for furazolidone and 2 mg/l for nitrofurantoin) and the nitrofurantoin-resistant strains were furazolidone-suscepti-
ble (MIC 4 mg/l for nitrofurantoin and 1 mg/l for furazolidone). These four strains were metronidazole-resistant (MIC 16 mg/l). Furazolidone
or nitrofurantoin spontaneous mutants were not detected in the eight H. pylori strains tested. However, mutants with resistance to metro-
nidazole were found with all the strains with a mutation rate of 7.4 x 107'° to 9.4 x 10°°. Furazolidone and nitrofurantoin showed an ex-
cellent in vitro activity against the H. pylori clinical isolates included herein, supporting the usefulness of furazolidone as second-line anti-
microbial after treatment failure or as first-line therapy in populations with low economical resources.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo que se
encuentra en la mucosa géastrica humana asociado a enfer-
medades digestivas, como gastritis, Ulcera duodenal o gas-
trica y linfomas tipo MALT, y es considerado un factor de
riesgo en el desarrollo del cancer géstrico (1, 2). Los anti-
bidticos mas utilizados en el tratamiento de las infecciones
producidas por H. pylori son claritromicina, amoxicilina,
tetracilina y metronidazol (3-5). Mientras la resistencia a la
tetraciclina y a la amoxicilina es muy poco frecuente, la re-
sistencia a la claritromicina y al metronidazol es un pro-
blema creciente, depende de la poblacion estudiada (6, 7)
y es un importante factor relacionado con el fallo del trata-
miento (8-10). Se han utilizado diversos antimicrobianos
como posibles alternativas a las terapias convencionales,
como la furazolidona y la rifabutina (11). Ademas, la resis-
tencia a la furazolidona o a la nitrofurantoina parece ser po-
co frecuente en la mayoria de los estudios (12). El objetivo
de este estudio fue determinar la actividad in vitro de la fu-
razolidona y la nitrofurantoina en aislamientos clinicos de
H. pylori, y determinar la tasa de mutacion espontanea.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Se obtuvieron 164 aislamientos clinicos de H. pylori,
entre los afios 1999 y 2001, procedentes de muestras de
biopsia gastrica obtenidas mediante endoscopia digestiva.
Las muestras se transportaron en un tubo estéril con 1 ml
de solucion salina fisiologica al Servicio de Microbiologia,
se sembraron en medios selectivos y no selectivos, y se in-
cubaron 7 a 10 dias en atmdsfera microaerdfila. Los aisla-
mientos se identificaron mediante la morfologia de la co-
lonia, la tincién de Gram y las pruebas positivas de catala-
sa, oxidasa y ureasa. Las cepas se conservaron a —80 °C
hasta la determinacion de su sensibilidad. Se utilizo la ce-
pa Helicobacter pylori NCTC 11638 y TIGR 26695 (The
Institute for Genome Research) como control de las prue-
bas de sensibilidad.

Antimicrobianos

Se estudiaron los antimicrobianos amoxicilina, tetraci-
clina, metronidazol, nitrofurantoina y furazolidona, obteni-
dos comercialmente de Sigma-Aldrich, y claritromicina
por gentileza de Abbott Laboratorios. Los antimicrobianos
se emplearon como sustancia valorada con potencia cono-
cida, y se disolvieron y diluyeron de acuerdo con las reco-
mendaciones del fabricante o del NCCLS (13).

REV ESP QUIMIOTERAP

Determinacion de la CMI
por dilucion en agar

Se prepararon diluciones dobles seriadas de cada anti-
microbiano (128 a 0,008 mg/l), que se incluyeron en agar
Mueller-Hinton suplementado con un 7% a 10% de sangre
de caballo. Se preparé un inéculo de 108 UFC/ml a partir
de cultivos de 48 horas de los microorganismos. Las placas
se inocularon con un inoculador automatico y se incubaron
durante tres a cinco dias en atmosfera microaerdfila. Se de-
termind la CMI como la concentracion mas baja del anti-
microbiano capaz de inhibir el crecimiento visible.

Criterios de sensibilidad
de Helicobacter pylori

Se utilizo el criterio recomendado por el NCCLS para
la claritromicina (sensible si CMI <0,25 mg/l, intermedio
si CMI = 0,5 mg/l y resistente si CMI >1 mg/l) (13). Para los
demas antimicrobianos se utilizaron los siguientes crite-
rios, basados en publicaciones previas: metronidazol, sen-
sible si CMI <8 mg/l y resistente si CMI >8 mg/I (7); amo-
xicilina, sensible si CMI <0,5 mg/l y resistente si CMI >0,5
mg/l (14); tetraciclina, sensible si CMI <2 mg/l y resistente
si CMI >2 mg/l (15); furazolidona y nitrofurantoina, sensi-
ble si CMI <4 mg/l y resistente si CMI >4 mg/I (12).

Estudio de la frecuencia de mutacion

Se seleccionaron ocho cepas sensibles (incluidas H. py-
lori NCTC 11638 y H. pylori TIGR 26695) para estudiar la
tasa de mutacion espontanea que confiere resistencia a me-
tronidazol, furazolidona y nitrofurantoina. Las cepas se
cultivaron en infusion de cerebro-corazon con extracto de
levadura y un 5% de suero fetal bovino durante tres dias;
se dividio una dilucién de 10° células/ml en alicuotas de
0,5 ml para obtener cultivos paralelos e independientes,
que se incubaron durante tres dias. El cultivo completo se
realiz6 en medio con 8 mg/l de metronidazol, 2 mg/I de ni-
trofurantoina o 2 mg/l de furazolidona, y en medio sin an-
timicrobianos después de realizar diluciones adecuadas pa-
ra obtener un nimero de colonias viables. Se realiz6 el re-
cuento de colonias después de cuatro dias de incubacién.
Para determinar la tasa de mutacién (probabilidad de que
ocurra una mutacion por célula y por cultivo) se aplicé la
ecuacion descrita por Luria-Delbruck en 1943 y revisada
por Roscher en 2001 (16), estimando el nimero de muta-
ciones mediante analisis de fluctuacién (16). La frecuencia
de mutantes resistentes se determiné como el nimero de
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células resistentes dividido entre el nimero total de células
viables por cultivo.

Analisis de resultados

Para comparar la actividad in vitro de los diferentes an-
timicrobianos se analizé la CMI que inhibié al 50% de los
aislamientos estudiados (CMl,,), la CMI que inhibio al
90% de los aislamientos estudiados (CMl) y el intervalo
de CMI para todos los aislamientos. Se determind el por-
centaje de cepas sensibles, con resistencia intermedia o re-
sistentes a cada antimicrobiano, con un intervalo de con-
fianza del 95% (1C95%).

RESULTADOS

La resistencia al metronidazol en los aislamientos cli-
nicos de H. pylori incluidos en el estudio fue del 23,77%
(1C95%: 18,96-29,14), y a la claritromicina del 16,78%
(1C95%: 12,64-21,62). Ademas, un 1,4% (1C95%: 0,38-
3,54) de las cepas presentaron resistencia intermedia a la
claritromicina, con una CMI de 0,5 mg/l. Todos los aisla-
mientos fueron sensibles a la amoxicilina y a la tetraciclina.

El porcentaje de resistencia a la furazolidona y a la ni-
trofurantoina fue del 1,82% (1C95%: 0,37-5,25) y del 0,6%

Tabla 1. CMI,,, CMly, e intervalo de CMI (mg/l) para los an-
timicrobianos estudiados frente a Helicobacter pylori.

CMl, CMlg, Intervalo
Metronidazol 1 32 0,016-128
Claritromicina 0,032 8 0,008-64
Amoxicilina 0,016 0,125 0,008-0,5
Tetraciclina 0,125 0,5 0,008-2
Furazolidona 0,125 0,5 0,008-4
Nitrofurantoina 0,5 1 0,008-4
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(1C95%: 0-3,35), respectivamente. Las tres cepas resisten-
tes a la furazolidona fueron sensibles a la nitrofurantoina
(CMI de 4 mg/l para la furazolidona y de 2 mg/l para la ni-
trofurantoina), y la Gnica cepa resistente a la nitrofurantoi-
na fue sensible a la furazolidona (CMI de 4 mg/l para la ni-
trofurantoina y de 1 mg/l para la furazolidona). Estas cuatro
cepas eran resistentes al metronidazol (CMI de 16 mg/l).

En la Tabla 1 se muestran los resultados en forma de
CMi,;, CMly, e intervalo para los antimicrobianos estudia-
dos. Los porcentajes de cepas sensibles, con resistencias
intermedias o resistentes a los antimicrobianos estudiados
se presentan en la Tabla 2.

No se detecté mutacién espontanea que confiriera re-
sistencia a la furazolidona ni a la nitrofurantoina en los seis
aislamientos clinicos de H. pylori ni en las dos cepas con-
trol estudiadas; sin embargo, si se detectaron mutantes re-
sistentes al metronidazol, con una frecuencia de mutacion
de 3,6 x 10° a 5,6 x 10° y una tasa de mutacion de 7,4 x
10102 9,4 x 101° (Tablas 3 y 4).

DISCUSION

H. pylori se encuentra asociado a diferentes enferme-
dades digestivas, como gastritis cronica, Ulcera péptica y
linfoma MALT, y actualmente se considera un factor de
riesgo para el desarrollo de cancer gastrico, pero una parte
importante de las personas colonizadas no presentan sinto-
matologia y probablemente no desarrollaran nunca una in-
feccion grave. Se han realizado diferentes reuniones de
consenso para determinar cuando es necesario realizar un
tratamiento erradicador y con qué pauta (17).

La mayoria de los antimicrobianos son activos in vitro
frente a H. pylori, pero esto no garantiza la eficacia clini-
ca. Los que han demostrado resultados en clinica son las
tetraciclinas, el metronidazol (y otros nitroimidazoles), la
amoxicilina y la claritromicina (y otros macroélidos). Sin
embargo, diversos factores se han asociado con el fallo del

Tabla 2. Porcentaje de cepas de Helicobacter pylori resistentes, con resistencia intermedia y sensibles a los diferentes anti-

microbianos.

Resistentes Intermedias Sensibles
% IC 95% % 1C 95% % IC 95%
Metronidazol 23,77 18,96-29,14 - - 76,22 70,85-81,03
Claritromicina 16,78 12,64-21,62 1,4% 0,38-3,54 81,81 76,85-86,11
Amoxicilina 0 0-1,28 - - 100 98,71-100
Tetraciclina 0 0-1,28 - - 100 98,71-100
Furazolidona 1,82 0,37-5,25 - - 98,17 94,74-99,62
Nitrofurantoina 0,6 0-3,35 - - 99,39 96,64-100
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Tabla 3. Numero de mutantes de Helicobacter pylori resistentes al metronidazol obtenidos en cada uno de los cultivos inde-

pendientes.
Cepas de Helicobacter pylori
Cultivos Hpl Hp2 Hp3 Hp4 Hp5 Hp6 TIGR26695 NCTC11638
1 11 0 0 0 7 4 0 6
2 5 3 0 7 0 0 4 0
3 0 0 0 0 6 0 0 0
4 9 0 11 0 0 0 4 0
5 0 5 4 0 0 0 11 15
6 0 0 0 3 13 0 0 0
7 7 4 0 0 0 0 0 0
8 0 0 8 5 5 14 0 0
9 0 0 0 0 0 6 0 2
10 0 0 0 0 0 0 1 0
11 0 11 0 4 0 5 0 0
12 0 0 5 8 4 3 0 0
13 - - 0 - 0 0 0 8
14 - - - - 0 0 7 -
15 - - - - 9 - 0 -
16 - - - - 0 - - -

Tabla 4. Tasa de mutaciones que confieren resistencia al metronidazol en las ocho cepas de Helicobacter pylori estudiadas.

Bacterias resistentes

Tasa de mutacién

Cepa Ne células/cultivo Fraccion cero* Media Frecuencia de mutacién por division celular
Hpl 4,5 x 108 8/12 2 4,4 x 10° 8,8 x 1010
Hp2 5,8 x 108 7112 2,5 4,3 x 10° 9,2 x 1010
Hp3 3,9 x 108 9/13 2,1 5,3 x 10° 9,4 x 1010
Hp4 5,7 x 108 7/12 2,2 3,9 x 10° 9,4 x 1010
Hp5 5,3 x 108 10/16 2,7 5x 10° 8,8 x 1010
Hp6 5,9 x 108 9/14 2,2 3,7 x 10° 7,4 x 1010
TIGR 26695 4,6 x 108 10/15 1,7 3,6 x 10° 8,8 x 1010
NCTC 11637 4,1 x 108 9/13 2,3 5,6 x 10°° 8,9 x 1010

*Fraccion cero: fraccion de cultivos sin mutantes.

tratamiento, como la falta de cumplimiento por parte del
paciente, la interrupcién del tratamiento por la aparicion de
efectos secundarios o la resistencia de H. pylori a los anti-
microbianos utilizados, especialmente a la claritromicina 'y
al metronidazol. Se han utilizado nuevos antimicrobianos
en pautas de segunda linea, como la furazolidona, el levo-
floxacino y la rifabutina, y se han obtenido buenas tasas de
erradicacion (11).

La prevalencia de la resistencia a los diferentes antimi-
crobianos presenta variaciones geogréaficas o incluso po-

blacionales dentro de la misma regidn, por lo que se reco-
mienda realizar estudios de sensibilidad antes de aplicar
tratamientos empiricos. Ademas, la resistencia ha aumen-
tado en los Gltimos afios (18).

En los aislamientos clinicos de H. pylori incluidos en
este estudio no encontramos ninguna cepa resistente a la
amoxicilina ni a la tetraciclina. La resistencia a estos anti-
microbianos se ha descrito en algunos trabajos, pero sigue
siendo excepcional (19, 20). El porcentaje de resistencia al
metronidazol fue del 23,77%, algo mas bajo que lo publi-
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cado en un estudio multicéntrico realizado en Europa, en el
cual era del 33,1%, aunque se observaron variaciones en-
tre los paises del Norte, Centro o Sur de Europa (33%,
29,2% y 40,8%, respectivamente) (14).

La resistencia a la claritromicina en los aislamientos es-
tudiados fue del 16,78%, y se detectd también un 1,4% de
cepas con resistencia intermedia. La mayoria de los aisla-
mientos incluidos en este estudio se obtuvieron en el afio
2001 y el porcentaje de resistencia encontrado es mas bajo
que el que se detecta en aislamientos obtenidos mas re-
cientemente (datos sin publicar). La resistencia global ob-
servada en el estudio multicéntrico europeo fue del 9,9%,
con importantes variaciones entre las cepas aisladas en pai-
ses del Norte (4,2%), del Centro (9,3%) o del Sur (18,4%)
(14). Se han descrito también importantes variaciones en-
tre cepas aisladas de muestras de nifios o de adultos, y que
el porcentaje de resistencia era mayor en los nifios mas pe-
quefios (14, 21).

El porcentaje de resistencia a la furazolidona y a la ni-
trofurantoina en los aislamientos incluidos en este estudio
fue muy bajo (menos del 2%), datos que concuerdan con
los de otros autores. Se ha estudiado la resistencia a la fu-
razolidona en diversas poblaciones y se ha detectado un al-
to porcentaje de sensibilidad: 100% en India (22) y Brasil
(9, 23), 98,6% en Corea (24, 25), 98% en Texas (12) 0 96%
en otro estudio realizado en Brasil (26).

Existen pocos trabajos que comparen la sensibilidad a
la nitrofurantoina y a la furazolidona, y se observan por-
centajes similares de resistencia (12, 24, 25). En nuestro
trabajo se observaron diferencias en el porcentaje de re-
sistencia, aunque cabe sefialar que las CMI de los dos an-
timicrobianos fueron similares y préximas al punto de cor-
te que las clasificd en diferente categoria para cada anti-
microbiano. La implicacién clinica de estos datos no se
conoce.

La resistencia al metronidazol en nuestros aislamientos
fue del 16%, mientras que a la furazolidona fue del 1,8%.
Ademas, las cepas resistentes a la furazolidona fueron re-
sistentes al metronidazol. En estudios anteriores se descri-
bi6 también la resistencia al metronidazol en cepas resis-
tentes a la furazolidona, y que el porcentaje de resistencia
al metronidazol era mucho mas elevado que a la furazoli-
dona (52% versus 2%) (12).

En H. pylori, el mecanismo de accidn de metronidazol,
furazolidona y nitrofurantoina es similar y requiere la re-
duccién del grupo nitro, aunque este proceso se produciria
de diferente modo (27). En la reduccion del metronidazol
estan implicadas las nitrorreductasas RdxA, FrxAy FdxB,
gue no participan en la reduccidén de la furazolidona ni de
la nitrofurantoina. La reduccién de estos dos antimicrobia-
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nos podria producirse por la piruvato flavodoxin oxidorre-
ductasa y la 2-oxoglutarato reductasa (28, 29). Estas dos
enzimas son esenciales para la bacteria, por lo que la tasa de
mutacién a estos antimicrobianos seria muy baja; sin em-
bargo, una inactivacion parcial llevaria a un bajo grado de
resistencia a la furazolidona y a la nitrofurantoina, y podria
ser causa de la resistencia de bajo grado al metronidazol.

Los microorganismos adquieren resistencia a los anti-
bidticos por diferentes mecanismos, como la aparicion de
mutaciones en genes cromosdmicos o por la adquisicion
horizontal de genes de resistencia. En H. pylori se han des-
crito mutaciones que confieren resistencia a diferentes an-
timicrobianos, como claritromicina (mutaciones en el gen
23S rDNA), tetraciclina (mutaciones en el 16S rDNA) o las
fluoroguinolonas (mutaciones en gyrA) (30-32). Las muta-
ciones en el gen rdxA parecen ser el principal mecanismo
implicado en la resistencia al metronidazol.

En este estudio calculamos la tasa de mutacion que
confiere resistencia al metronidazol, a la furazolidona y a la
nitrofurantoina en seis aislamientos clinicos de H. pylori y
en dos cepas control. Para la nitrofurantoina y la furazoli-
dona, la tasa de mutacion observada fue extremadamente
baja (menor de 10'%), sin que se recuperara ninguna colo-
nia resistente en los cultivos independientes realizados; sin
embargo, si se detectaron mutantes resistentes al metroni-
dazol, con una frecuencia entre 3,6 x 10°y 5,6 x 10, y una
tasa de mutacién entre 7,4 x 10°y 9,4 x 10", La tasa de
mutacion que confiere resistencia al metronidazol en H. py-
lori ha sido estudiada por otros autores, encontrando que es
baja (<107) (33).

La furazolidona presenta una buena actividad in vitro
frente a aislamientos clinicos de H. pylori, y el porcentaje
de resistencia es muy bajo. En poblaciones en desarrollo,
€on pocos recursos econdémicos, la furazolidona puede ser
una buena opcion terapéutica, aunque pueden aparecer
efectos secundarios que lleven a suspender el tratamiento
(34). También puede ser una buena alternativa a la clari-
tromicina cuando la resistencia a este antimicrobiano impi-
da su utilizacion clinica.

Correspondencia: Teresa Alarcén, Servicio de Microbiologia, Hospital
Universitario de la Princesa, c/Diego de Leén 62, 28006 Madrid. Tel./Fax:
34 91 520 23 17. e-mail: talarcon@helicobacterspain.com
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