YUNE HELENA BORGES BENVENGO

ENVOLVIMENTO DOS GENES rdxA e frxA DE
Helicobacter pylori NA RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

METRONIDAZOL E FURAZOLIDONA

Este exemplar corresponde i versdo final da Dissertacdo de Me

dapresentada 4 Pos-Graduagdo da Feculdade de Citneias Mddie,
UNICAMP, para obtengiic do Titulo de Mestre em Farmacologia . .
Bidloga — Yune Helena Borges Benvengo.

: Frof ilson nalde Moreno

CAMPINAS
2005

TBIBLIOTECA CENTRAL
| DESERVOLVIMENTO

| COLEGAD

NS ABAP




YUNE HELENA BORGES BENVENGO

ENVOLVIMENTO DOS GENES rdxA e fixA DE
Helicobacter pylori NA RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS
METRONIDAZOL E FURAZOLIDONA

Dissertagdo de Mestrado apresentada a Poés-Graduacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para a obtencdo do ftitulo de Mestre em

Farmacologia.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Ronilson Agnaldo Moreno

CAMPINAS

2005

BIBLIOTECA CENTRAL
i DESENYOLVIMENTD
COLECAD
yngamp




i

urnave Oy
B UHAMADA
T ér:i}s“é%?: P

(=1 - Gt

v EX

TOMBO BC/ ORAHL

prOC, A W -
c o[£l

PRECO £y

pata (et Ol

BE A 352942/

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP

Bibliotecario: Sandra Licia Pereira —~ CRB-8*/ 6044

B447e

Benvengo, Yune Helena Borges

Envolvimento dos genes rdxA4 ¢ frx4 de Helicobacter pylori na
resisténcia aos antibidticos metromdazol e furazolidona. / Yune Helena
Borges Benvengo. Campinas, SP : [s.n.], 2005,

Orientador: Ronilson Agnaldo Moreno
Dissertagdo (Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Helicobacter pylon. 2. Resisténcia a drogas. 3. Metronidazol.
4. Furazolidona. 1. Moreno, Ronilson Agnaldo. II. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. HI Titulo.

(Slp/fecm)




BN E IR Y i Li u& %

UNICAMP

Banca Examinadora da Dissertacio de Mestrado

Orientador:

Prof. Dr. Romison Agnaldo Moreno

Membros:

Prof. Dr. Ronilson Agnaldo Moreno

Prof. Dr. Stephen Hyslop

Prof. Dra. Sonia Aparecida Gurgueira

hugrama&e?é&GmduacﬁomFamauﬂogiadaFacaldadedeG&ciasMédﬁasda
Universidade Estadual de Campinas.

Data:
30/08/2005

i



Para Maria Helena

Leonardo e Milena



AGRADECIMENTOS

Ao meu onentador, Prof Dr. Ronilson Agnaldo Moreno e aos
Profs. Dr. Sérgio de Mendonga e Marcelo Lima Ribeiro, pela grande contribuicdo na

elaboracio deste trabatho.

Aos Drs. Profs. Stephen Hyslop, S6nia Aparecida Gurgueira, Maria Silvia
V. Gatti, e Alessandra Gambero pela atencio e disponibilidade em participar da avaliagio
deste trabalho.

Aos Drs. Profs. Domingos da Silva Leite e Natalia Miayasaka pela participagiio

no meu processo de qualificacio.
A Anita pela amizade e por todas as orientacdes sobre Helicobacter pyiori.
A minha irm3 Milena pela sua amizade e solicitude

Meu reconhectmento ao Wanderlei (Dep. Farmacologia) pelo profissionalismo

e objetividade.

Aos meus quendos amigos do laboratério pelas conversas divertidas e

agradaveis.
Ao meu amigo Rafael que me relembrou a importéncia da sinceridade.

A todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para o desenvolvimento

desse trabatho.

A FAPESP (Fundagio de Amparo e Pesquisa do Estado de Sao Paulo) pelo

apoio financeiro.



O que for a profundeza do teu ser, assim seri teu desejo.
O que for o teu desejo, assim serd a sua vontade.
O que for a tua vontade, assim serdo teus atos.

O que forem teus atos, assim serd teu destino.

Brihadaranyaka Upanishad

vi



SUMARIO

PAG.

RESUMO ... e xiif
ABSTRACT . e xv
I-INTRODUCAO. ..o 17
I-HISTORICO. ........oooooooooo oo 18
2-CLASSIFICACAO DA H. pylori ... 19
3-DIVERSIDADE. .. e 20
4- PROVAVEIS RESERVATORIOS DAH.pylori ... ... 22
5-ROTAS DE TRANSMISSAO............ . 22
5.1- TransmissZ0 gastro~0ral ... s 22
5.2-Transmissdo oral-oral..................... 23
5.3- Transmiss@o fecal-oral..........................., 24
6-DIAGNOSTICO. ..o 24
6.1- Identificacio histologica............... PSR P RS PRTRPU SRR 24
6.2- Cultura. ... e 25
6.3-SOTOIOZIA. ...t 25
6.4- Teste respiratorio da uréia.......................oiiii 25
6.5-Testerapido daur€ase..................o e 25
6.6- Reacdo emcadelada polimerase.................................................. 26
T-TRATAMENTO ... e, 26

Vit



10- MECANISMOS DE ACAQO E RESISTENCIA DA BACTERIA

H.  pylori AOS ANTIMICROBIANOS METRONIDAZOL E
FURAZOLIDONA e

.....

2.1-0btencBo de DN A

2.2- AmplificacBo por PCR......ooooo e

2.3-TransformacBonatural ...

VEifE

27

27

27

29

36

39

41

42

42

42

43

44

45

46

49

50

51

52

56



1 - Artigo submetido: Annals of clinical microbiology and antimicrobials. ..

70



LISTA DE ABREVIATURAS

CIM

PCR

Pb

.....

Ra¢io em cadeia da polimerase

Pares de bases



LISTA DE FIGURAS

PAG.

Figura 1-  Afividades de catabolismo e anabolismo detectados em

linhagensde H. pylori................_..........oe 31
Figura 2-  Estruturadometronidazol.......................................... 32
Figura 3-  Transformagio de DNA para testar o envolvimento da mutago

no gene rdxA na resisténcia ao metronidazol............................. 35
Figura 4-  Estruturadafurazolidona....................................... 36
Figura 5-  Desenho esquematico da transformacfio natural da linhagem

26093 e 48



LISTA DE QUADROS

PAG.
Quadro 1-  Segiiéncias dos iniciadores utilizados......................oo.ooi 45
Quadro 2- Namero de ciclos, tempos e temperaturas usados para cada
inictador nasreagBes de PCR.................i 46
Quadro 3- Valores em pg/ml das concentracbes inibitorias minimas de
50

xii



>
>
=
_
uE



A infec¢lo por Helicobacter pyiori é uma das mais comuns em todo o mundo estando
relacionada ao céncer gastrico, gastrite cronica, Ulceras, adenocarcinomas e linfomas
gastricos. O metronidazol foi muito usado como componente de terapias contra H. pylori.
No entanto metronidazol ¢ um composto mutagénico e a resisténcia a esse antimicrobiano é
muito comum. Isso estimulou o interesse em antimicrobianos que tivessem resisténcia
incomum para H. pylori. No Brasil, onde o indice de resisténeia para metromdazol foi
determinado em 42%, a furazolidona passou a ser usada nas terapias de erradicagdo. A
furazolidona e o metronidazol, sdo compostos classificados como nitro-heterociclicos ou
nitroaromaticos e possuem mecanismos de acio similares. O mecanismo de resisténcia da
H. pylori ao metronidazol foi relacionado com alteragdes nos genes NAD(P)H nitroredutase
oxigénio insensivel (rdxA) e NAD(P)H flavina oxidorre- dutase (frxA) produtores de
nitroredutases que reduzem o metronidazol gerando produtos intermediarios os quais tem
acdo toxica. Devido a algumas linhagens apresentarem resisténcia simultinea para
metronidazol e furazolidona foi sugerido que os mecanismos de resisténcia para essas
drogas poderiam ser os mesmos. Entretanto linhagens construidas em laboratdrio com os
genes rdxA e frxA inativados ndo apresentaram resisténcia a furazofidona. Nesse estudo foi
utilizado o método de transformacio natural, feitos com os produtos de PCR dos genes
rdxA e frxA  de oito amostras brasileiras resistentes simultancamente aos dois
antimicrobianos para verificar o envolvimento dos genes rdxA e JdxA com a resisténcia ao
metronidazol e a furazolidona. Das oito amostras utilizadas foram obtidos foram obtidos
seis transformantes de diferentes produtos de PCR do gene rdxd, resistentes a0
metronidazol. Nio foram obtidos transformantes com o gene fixA resistentes ao
metronidazol, nem transformantes resistentes a furazolidona com nenhum dos dois genes.
Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que & resisténcia ao metronidazol esta
relacionada ao gene rdx4 , mas ndo ao fix4, e sugere que o gene rdxA influencia a

concentracdo inibitéria minima de furazolidona, mas nfo confere resisténcia.

Resumo
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Helicobacter Pylori infection is one of the most common infections worldwide and
recognized as the major cause of peptic ulcer disease, risk factor for gastric
adenocarcinoma and primary gastric lymphoma. Metronidazole has often used in
combination therapies against H. pylori. However, metronidazole is highly mutagenic and
resistance to this drug is very common. These stimulated the use the alternatives drugs that
resistance was uncommon in H. pylori. In Brazil, where the level of resistance for
metromdazole was detected in 42%, the nitrofuran furazolidone passed to be one of the
components therapies. Metronidazole and furazolidone are classified as nitroeterocyclic and
nitroaromatic compounds, hence the modes of drug action are similar and nitroreduction is
required for activation these. The mechanism of metronidazole resistance among H. pylori
strains has been related to alterations in gene products having metronidazole nitroreductase
activity, like the oxygen insensitive NAD(P)H nitroredutase (RdxA), and NAD(P)H flavin
oxidoredutase (FrxA). Due some strains present simultaneous resistance for furazolidone
and metronidazole suggests that the resistance mechanism for these drugs may be the same.
However, fixA and rdx4 knockout mutations constructed in laboratory reference strains are
not resistant to furazolidone, which indicates that mutations in others genes were also need
for resistance. We used natural transformation with PCR products of eigth brazilian clinical
isolates, simultaneous resistant to this these two drugs, for vertfify the involvement of the
genes rdxA and frxA with resistance to metronidazole and furazolidone drugs. Qur results
showed that metronidazole resistance are associated with rdxA gene, but not fixA and
suggest the involvement of rdxA gene in increased level of furazolidone minimum

mhibitory concentration , but not coffer resistance.
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1- HISTORICO

O conhecimento atual em relagdo a doencas gastricas em humanos decorre da
pesquisa feita por Marshall e Warren em 1982 na qual esses dois pesquisadores
australianos relataram a primeira cultura de Helicobacter pylori. Porém, os primeiros
relatos relacionados ao género Helicobacter retrocedem em um século. Em 1893,
Bizzozero observou, na mucosa gastrica de cachorros, espiroquetas gram negativas com
aproximadamente 10 micrometros. Atualmente esses microorganismos sdo identificados
como: H. canis, H. felis ¢/ ou H. helmannii. O trabalho de Bizzozero foi estendido por
Salomon que foi habil em propagar estes organismos espirais em estomago de ratos depois
de alimenta- los com pedagos de estdmagos infectados de gatos e cachorros. O trabatho de
Salomon foi um importante precursor dos estudos do &, pylori | pois o rato passou a ser um
dos principais modelos para vacinas e terapias de erradicagio  APUD,
(ANDERSEN et al., 1988).

Os organismos foram notados na mucosa gastrica de macacos por Doengues
nos EUA e na mesma espécie por Freedberg e Baron que acharam espiroquetas em 40%
das amostras analisadas APUD, (ARCHER et al,, 1988).

Nos anos DE 1940 Palmer ndo evidenciou espiroquetas em mais de 1.000
biopsias gastricas e publicou uma conclusdo incorreta numa época em que mais de 50% da
populagio americana era positiva para H. pylori. Nas décadas de 50 e 60, Susumu Ito, fez
as primeiras descrigdes detalhadas da mucosa gastrica feitas por microscopia eletronica
onde fotografou a estrutura das células parietais e glandulas secretoras de acido. Ele
também  observou  espirilos em  alguns de seus  materiais APUD,
(BORHAM- MANESH et al: 1993)

Em meados dos anos 70, uma bactéria espiral foi tema de um artigo cujos
autores eram Steer ¢ Colin Jones que estudaram a presenca da bactéria em ulceras gastricas.
Eles notaram que numerosas bactérias espirais estavam presentes em 80% dos espécimes
gastricos , Infelizmente eles ndo foram capazes de propagar essa bactéria em cultura
(BORHAM- MANESH et al; 1993).

Introducde
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Finalmente nos anos 80 Warren e Marshall conseguiram isolar em meio de
cultura a bactéria que entdo foi chamada de Campylobacter pyloridis, que posteriormente
passou a ser chamada de Helicobacter pylori apés analises bioquimicas e genéticas
demonstrarem que esse organismo ndo pertence ao género Campylobacter (BORHAM-
MANESH et al; 1993).

A hipotese de que a H. pylori poderia ser a causadora de ulceras pépticas foi
vagarosamente sendo aceita e hoje a infecgio por H. pylori é tida como uma das mais

comuns em humanos, estando relacionada a gastrites e adenocarcinomas.

2- CLASSIFICACAO DO H. pylori

H. pylori € um organismo gram negativo que vive sob condigBes
micro- aerofilicas (~ 80% N, , 10% CO,, 5% H, e 5% Oz}, em um micro ambiente excluso
do acido gastrico, aderido &s células epiteliais da mucosa géstrica principalmente no antro
gastrico. Possui aproximadamente 3 — 5 um de comprimento e 0.5 de diAmetro. Duas
formas foram descritas para esse microorganismo, helicoidal e cocoide, sendo a forma
helicoidal tida como mais virulenta. A habilidade da H. pylori em convergir para a forma
cocoide sugere diferentes hipteses sobre o significado desse evento {(MCGOWAN et al,
1996). Durante a infeccdo, a bactéria apresenta-se principalmente com a forma espiral, mas
a forma cocoide também foi vista na mucosa do hospedeiro. Entretanto, a funcio dessa
forma em relacdo & patogenicidade e viabilidade ainda é controversa, sendo que alguns
autores consideram a forma cocoide ndo vidvel para cultura, porém infecciosa, enquanto
que alguns trabalhos sugerem que esta forma seria uma manifestaciio morfoldgica da morte
da bactéria (CHAN et al., 1994). A H. pylori possui uma alta motilidade, tendo 5 ou 6
flagelos unipolares, que s3o essenciais na colonizagdo da mucosa gastrica, sendo assim um

dos fatores determinantes da viruléncia (GOLD, 1999).

As primeiras classificagdes taxondmicas do /. pylori foram embasadas em um
método que agrupava os organismos em relacio as semelhancas fenotipicas. Porém esse

metodo apresentava alguns limites, 0 modo de analise de determinada caracteristica poderia
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levar a diferentes classificacGes, além do fato das caracteristicas fenotipicas dependerem
também do meio ambiente. O género Helicobacter foi proposto em 1989, baseado na
compara¢do dos niveis de similaridade existentes entre as seqiiéncias de nucleotideos de
diferentes linhagens. Os organismos sio considerados sendo de uma mesma espécie quando
o nivel de hibridizagdo DNA/DNA entre as linhagens for menor que 70% (WAYNE et al.,
1987). A seqiiéncia do seu gene 168 foi comparada & seqgiiéncia do género Campylobacter.

Hoje mais de dez espécies estdio atribuidas ao género Helicobacter (GOLD et al, 1989)

3- DIVERSIDADE

H. pylori ¢ comumente citada como uma espécie com grande diversidade
(LIN et al., 2001), este organismo habita o estomago de humanos durante muitas geracdes
de bactérias e se desenvolve separadamente em cada hospedeiro, sendo que ndo existem
duas linhagens idénticas em hospedeiros diferentes, exceto em familiares ou mstituicdes
onde uma linhagem especifica pode recentemente ter sido transmitida de um individuo para
0 outro (AXON, 1999).

Analises das sequéncias genOmicas de duas linhagens de H. pylori (J99 e
26695) revelaram que existe variagio intraespécies, sendo que 6% a 7% sfo de genes
especificos para cada linhagem (LIN et al, 2001). Aproximadamente metade desses genes
especificos esta localizada em uma tinica regido hiper ativa chamada zona plastica, tendo a
funcionalidade de codificar enzimas de restricio e modificagio de DNA (ALM e TRUST,
1999). As linhagens 26695 e J99 possuem um genoma relativamente pequeno, com cerca
de 1,67 e 1,64 milhdes de nucleotideos (LIN et al., 2001).

A geragdo de diversidade envolve tipicamente mutagdes enddgenas e
recombinacido de DNA, e o H. pylori ¢ extremamente habil nesses mecanismos. A maioria
das linhagens possui um fenétipo hiper mutante, devido 4 emergéncia que a pressdo seletiva
do meto impde. Um Otimo exemplo da eficiéncia de adaptacdo através de mutacdes de
ponto em H. pylori, ¢ o rapido desenvolvimento de resisténcia a antibidticos comumente
usados, como o macrolideo claritromicina (BLASER e ATHERTON, 2004) e a
nitroimidazoles, como o metronidazol, que tem seu indice de resisténcia dobrado a cada
ano (GOTTKE et al., 2000).

Introducdo
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Em decorréncia desta variagio genética algumas linhagens causam repostas
inflamatérias mais severas no hospedeiro que outras. Essas linhagens estio associadas
também com uma maior probabilidade de causar dlcera, atrofia géstrica, metaplasia
intestinal e céncer gastrico. Essas evidéncias sugerem que organismos mais virulentos
podem também proteger os hospedeiros do desenvolvimento de efluxo esofigico e,
possivelmente, cincer na regidio de fungio gastro-esofageal. A maior diferenca entre H.
pylori virulentos e avirulentos depende sobretudo da presenca da ilha cag de patogenicidade
associada a excrecdio de uma toxina vacuolizante que danifica células em culturas e “in

vivo” (AXON, 1999).

O gene cagA (citotoxin associated gene A) que produz a citotoxina associada
ao gene A € considerado um marcador de presenca da ilha de patogenicidade e esta
relacionado a niveis mais elevados de respostas inflamatorias. Outro fator de viruléncia é a
citotoxina vacuolizante VacA codificada pelo gene vacA, secretada pelas linhagens de H.
pylori que contém a ilha de patogenicidade, causa vacuolizacio das células “in vitro” e “in
vivo” danifica o epitélio gastrico. Os alelos vac4 possuem de um a dois tipos de regides
sinais , sl ou s2, e dois tipos de regiSes medianas: ml e m2. Nio existem homdlogos
conhecidos para os genes cagA e vacA em outras espécies de Helicobacter ou em outras
bactérias, sugerindo que esses genes sd3o especificos para a colonizagio de humanos
(BLASER e ATHERTON, 2004; AXON, 1999).

Alguns estudos sugerem que a heterogeneidade genética destes genes esteja
relacionada com a diversidade geografica das espécies de H. pylori na populagio e reflita o

comportamento soctal humano e o padrio das migractes (COVACCI e al., 1999).

O fato do H. pylori colonizar apenas humanos levou 4 especulagio que sua
coloniza¢do pode ter sido benéfica em um estagio pré- evolutivo do hospedeiro, sendo a
atrofia do estdmago, a gastrite antral € a hiperclorohidria condi¢des predominantes em
criangas que foram, provavelmente, as maiores beneficiadas com a colonizagio pelo
aumento da barreira 4cida protegendo-as de patogenos causadores de diarréia. Isto pode ter
sido também uma forte selegdo para manter a colonizacio por H. pylori em populacdes com
pobre saneamento (BLASER e ATHERTON, 2004).

Introdugdo
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4- PROVAVEIS RESERVATORIOS DO H. pylori

DORE et al. (1999), relacionaram a prevaléncia da H. pylori em pastores de
ovelha da Sardenha (Espanha) que tinham contato com ovelhas e cachorros. Nesse estudo,
98% dos pastores estavam infectados por H. pylori, uma taxa maior que outros membros
das familias que ndo tinham contato com as ovelhas (78%). Os autores concluiram que a
transmissao da H. pylori pode, em certas circunstincias, incluir fases em ambientes animais

ou humanos.

Entretanto, a maioria das pesquisas que tentaram relacionar a infecgiio por H.
pylori com o contato com animais, apresentaram conclusdes negativas (ANSORG et al.,
1995; BODE et al , 1998).

A presenga de DNA especifico de H. pylori em reservatorios de agua foi
demonstrada em varios estudos (HULTEN et al., 1996, 1998; SASAKI et al., 1999). Porém,
pela detecgdo de DNA nao ¢ possivel indicar a viabilidade das células e outras espécies de
Helicobacter —ainda desconhecidas podem estar presentes nesse reservaidrio

(MITCHELL, 2001).

Contudo a cultura de H. pylori a partir de amostras de dgua ainda nio foi bem
sucedida, 0 que sugere que quando a bactéria € exposta a condicdes ambientais adversas
assume a forma cocoide, inviavel para cultura (BODE et al., 1998). O fato do H. pylori ndo
ter sido isolada apartir de um possivel reservatorio sugere que sua principal rota de

transmissdo seria o contato direto com pessoas infectadas (MITCHELL, 2001).

5- PROVAVEIS ROTAS DE TRANSMISSAO
5.1- Transmissdo gastro-oral

A presenca de H. pylori no suco gastrico de mais de 58% dos pacientes
infectados sugere a possibilidade do refluxo do suco gastrico ser um veiculo para a

transmissdo desse organismo (VAROLI et al., 1991).
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O contato direto com secre¢Ses gastricas tem sido implicada na alta prevaléncia
da infeccio entre gastroenterologistas e a inadequada desinfecgdo de endoscopios pode

possibilitar a transmissio de paciente para paciente (LIN et al | 1994).

Outra possibilidade, € a transmissio de crianga para crianga, ou crianga para
parente no cotidiano pelo contato com o vOmito de uma crianga contaminada como
demonstrou Leung et al. (1999), que isolou H. pylori de uma crianca e detectou DNA

dessa bactéria por PCR em outras duas criangas.

3.2~ Transmissio oral- oral

O H. pylori foi identificado em placas dentarias de pacientes positivos para a
bactéria, através de isolamento em cultura e analise de PCR (reacio em cadeia da
polimerase) em varios trabalhos. Porém, devido ao fato dentistas e instrumentos dentarios,
nio terem aumentado a prevaléncia da infecgio por H. pylori, tem sido usado como

argumento contra essa via de transmissao (MITCHELL, 2001)

O importante papel das maes na transmissio dentro das familias foi confirmado
por MALATY et al. (2000), que demonstram o mnsco relativo de criangas com maes
positivas para H. pylori adquirirem a infecgio € cinco vezes maior que as criangas de mies
negativas para H. pylori. A transmissdo entre conjuges foi proposta pelo fato dos casais
possuirem as mesmas linhagens de H. pyloni. Neste trabalho também foi evidenciado a
predisposicdo genética dos individuos para a infeccBo por H. pylori comparando 100 pares
monozigoticos e 169 dizigdticos analisados juntos e separados. Eles concluiram que os
efeitos genéticos influenciam na aquisicio da H. pvlori e que as pessoas que possuiam
pares monozigoticos tinham mais predisposi¢do a infecgdo do que as pessoas com pares

dizigoticos.
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5.3- Transmissdo fecal- oral

THOMAS et al. (1992), relataram o primeiro isolamento de H. pylori em fezes
humanos. Contudo outros grupos, ndo conseguiram os mesmos resultados. Com isso, foi
proposto que este grupo so conseguiu isolar a bactéria porque as criancas do Gambia eram
subnutridas e tinham diarréia (MEGRAUD, 1995). Essa suposicio foi confirmada por
PARSONNET et al. (1999), que mostram que a H. pylori nio pode ser isolada de fezes de
adultos, porém quanto os pacientes foram induzidos 4 diarréia, a bactéria pode ser isolada

de fezes de sete dos 14 individuos.

6- DIAGNOSTICO

O principal método para o diagnéstico da infecgdo por H. pylori consiste em
uma endoscopia digestiva alta com a retirada de bidpsias gastricas, a partir das quais a
bactéria podera ser identificada por meio de andlise histopatolégica do tecido, cultura
bacteriana, teste rapido da urease e PCR. Entretanto, existern técnmicas confidveis de
detecgdio baseadas em uma caracteristica da H. pylori, como a capacidade de hidrolisar
uréia, ou na resposta do sistema imunoldgico a colonizacio do epitélio gastrico
(GOLD, 1999).

6.1- Identificaco histoldgica

Na caracterizagio histoldgica o H. pylori aparece como um bacilo espiral
medindo 3.0 x 0.5 mm, localizado adjacente ao epitélio gastrico. As coloragdes de Silver,
Giensa, hematoxilina e eosina s30 usadas na identificacio. Falsos negativos ocorrem em
apenas 5% dos casos devido a distribuigiio irregular da bactéria na mucosa gastrica. A
vantagem desse método € a possibilidade de avaliar o tipo e a intensidade da mflamagio
(GOLD, 1999).
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6.2- Cultura

O H. pylori é uma bactéria obrigatoriamente microaerofilica, de crescimento
lento e sua distribuigdo pelo tecido gastrico ¢ desigual o que pode contribuir para resultados
falsos negativos. Outros fatores que podem dificultar o crescimento da bactéria s3o: o uso
recente de antibiOticos, a ingestdo de um anestésico topico durante a endoscopia e a
contaminagdo da pinga de coleta de biopsia com outros microorganismos ou por
glutaraldeido. Outra aplicagio importante da cultura é a determinagiio da susceptibilidade
ou resisténcia a antibidticos (MCNULTY et al_, 1988).

6.3- Sorologia

Varias técnicas soro-diagnosticas tém sido usadas para determinar anticorpos
especificos ao H. pylori (imunoglobulina G). Geralmente o teste é realizado por ELISA
(Enzyme- Linked Immunosorbent Assay) ou latex aglutinagfo. Falsos negativos podem
ocorrer em individuos que, por alguma razio nfo desenvolveram resposta imunoldgica a
infeccdo (CUTLER et al., 1995).

6.4- Teste respiratorio da uréia

Nesse teste a uréia isotopicamente marcada com C13 ou C14 ¢ ingerida pelo
paciente. Se este apresentar urease em seu estomago decorrente da infecgdo por H. pylori,
expelird em sua respira¢iio a molécula de carbono isotopicamente marcada. Podem ocorrer
falsos negativos caso o paciente tenha ingerido bismuto, antibiético ou apds cirurgia
gastrica (GRAHAM et al., 1991).

6.5- Teste rapido da urease

A capacidade que a H.pylori tem de produzir urease é a base para varios testes
de diagnéstico. A urease catalisa a degradagdo da uréia para aménia e bicarbonato, o que

causa um aumento de pH e muda a colora¢io do meio que contém um indicador. Falsos
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positivos podem decorrer pela presenca de outras bactérias produtoras de urease e também

da ingestdo de inibidores de bombas de protons (GLUPCZYNSKI e HIRSVHL, 1994).

6.6- Reacdo em Cadeia da Polimerase

A partir da técnica de PCR € possivel detectar H. pylori em biopsias, suco
gastrico , saliva, placa dental e fezes. Esta técnica ¢ extremamente sensivel, mas pode gerar
resultados falsos positivos decorrentes da contaminagio da pinga coletora de biopsia. Outra
limitagdo da técnmica ¢ a falta de informacio sobre a viabilidade da bactéria
(WESTBLOM et al., 1992).

7- TRATAMENTO

Em 1992 foi proposta pelo comité organizador da Primeira Semana Européia de
Gastroenterologia em Atenas, a utilizacio de trés esquemas terapéuticos para a erradicagiio
do H. pylori: terapia tripla com bismuto, metronidazol e tetraciclina; terapia tripla com
bismuto, metronidazol e amoxicilina e terapia dupla com omeprazol e amoxicilina

(LEE, 1993).

No Brasil, o Nucleo Brasileiro para o Estudo do Helicobacter pylori, baseado
em estudos preliminares que ndo recomendavam a utilizacio de metronidazol devido ao
alto indice de linhagens resistentes na populacio brasileira, recomendou 2 classe médica do
Brasil em 1997, dois esquemas terapéuticos iniciais para a erradicaco da bactéria: 2 terapia
tripla com omeprazol, claritromicina e amoxicilina e uma opgio mais econdmica com

subcitrato de bismuto, tetraciclina e furazolidona (CARVALHAES ez al., 1997).
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8- EPIDEMIOLOGIA
8.1- Incidéncia da infeccio

Em geral a incidéncia da infecgio por H. pylori é menor em paises
desenvolvidos do que em paises em desenvolvimento. A taxa de incidéncia da infeccio em
criangas com 10 anos que moram em paises em desenvolvimento de 13% a 60%, enquanto
que em criangas de paises desenvolvidos a taxa varia de 0% a 5%(DUNN et al., 1997). Esta
situagdo € atribuida ao saneamento basico precario dos paises em desenvolvimento, que
resulta em uma freqliente exposigio ao patdgeno. Paises, que tiveram um aumento na
qualidade de vida, a freqiéncia da infeccio se correlaciona com estado sdcio- econdmico,
grupo étnico e idade, sendo metade dos idosos positivos a sorologia ao H. pylori, enquanto
que apenas um décimo das criangas sdo infectadas nessas sociedades industrializadas
(TAYLOR e PARSONNET, 1995, DUNN et al., 1997).

A infecgiio por H. pylori ocorre principalmente na infincia e, uma vez
estabelecida na mucosa gastrica, caso nio seja tratada, persiste por toda a vida Rotas de
infeccdo superiores que a média em alguns grupos ocupacionais, sugerem que a infecgdo
pode ocorrer também na idade adulta. Em alguns estudos, gastroenterologistas se
mostraram mais susceptiveis a possibilidade de transmissio devido ac contato com o
paciente durante a endoscopia. Porém, em geral, adultos de paises desenvolvidos
apresentam risco de soro conversio de apenas 0,5% e 0,3% por pessoa por ano
(MALATY et al. 2000).

8.2. Incidéncia da resisténcia

A resisténcia do H. pylori aos antimicrobianos é de particular importancia, por
ser este fato o maior determinante de falhas no tratamento (GLUPCZYNSK]I, 1998). Virios
artigos sugerem que o aumento da resisténcia nos tltimos anos pode ser decorrente de
tratamentos prévios de outras infecgbes ou da propria infecgio por H. pylori
(GLUPCYNSKI, 1998, GOODWIN et al., 1998; JEONG et al., 2001; KAIHOVARA et al
1998).
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A resisténcia bacteriana em rela¢io a uma droga especifica é definida de acordo
com a concentracdo da droga ativa e seu efeito no local onde o organismo esta presente,
relacionado & concentracio minmima que ¢ necessaria para inibir o crescimento do
microorganismo (CIM). A linhagem € classificada como resistente quando é capaz de
suportar altas concentragdes da droga, comparada a concentracdo inibitoria minima de
outras linhagens da mesma espécie (resisténcia bacteriolgica), ou quando pode tolerar
altas concentra¢es da droga, quando sdo atacadas in vivo no local da infecgiio (resisténcia
farmacoldgica) (GLUPCZYNSKI, 1998).

A prevaléncia da resisténcia a claritromicina (CIM > 2 pg/ml), varia de pais
para pais, ocorrendo um paralelo entre a resisténcia e o uso dessa classe de antibiotico no
tratamento de outras infecgdes, principalmente as do trato respiratério. Em paises
industrializados aproximadamente 10% das linhagens de H. pylori sio resistentes 2
clantromicina, enquanto que em paises em desenvolvimento essa taxa varia de 25 a 50%

(GLUPCZYNSKI et al, 2001).

A incidéncia da resisténcia ao metronidazol (CIM > 8 pg/ml) também varia
geograficamente: aparece em 50% ou mais das linhagens de paises em desenvolvimento e
em cerca de 35% das linhagens dos EUA e da Europa. Essa resisténcia a0 metronidazol nas
linhagens isoladas coincide com o indice de metronidazol usado em uma sociedade em
particular, o que leva a crer que muitas das linhagens de H. pylori resistentes ao
metronidazol € decorrente da freqiiéncia do use de metronidazol e nitroimidazoles relativos
usados no tratamento de anaerdbios e protozoarios. Porém essa dosagem nio elimina todas
as linhagens susceptiveis a0 metronidazol de uma pessoa infectada. Qualquer inibigio do
crescimento da Helicobacter pylori durante esse periodo de tratamento com o metronidazol
pode enriquecer ou selecionar linhagens resistentes & essa droga. (GLUPCZYNSKI. 1998,
2001).

A marcante diferenga vista entre paises desenvolvidos e paises em
desenvolvimento em relagBo a resisténcia ao metronidazol, é devida esse antibidtico ser
comumente usado no tratamento de infecgbes por parasitas e infecgdes genitais,
principalmente trichomoniasis (GEUPCZYNSKI, 1998).
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As resisténcias a tetraciclina e a amoxicilina foram consideradas raras ou
inexistentes até¢ o final do século passado. Porém a incidéncia dessas resisténcias vem
aumentando, especialmente em paises como Brasil, El Salvador, India e Litudnia onde
esses antibioticos podem ser obtidos sem prescricio médica (DORE et al, 1999;
ECCLISSATO et al, 2002). Taxas de resisténcia 72% para amoxicilina e 59% para
teraciclina, foram recentemente relatados em Xangai, China (WU et al, 2000). Nas
linhagens brasileiras de H. pylori analisadas quanto a resisténcia priméria, as taxas foram
de 42% para metronidazol, 29% para amoxicilina, 7% para claritromicina e tetraciclina e

4% para furazolidona (MENDONCA ez al., 2000).

9- ATIVIDADE ENZIMATICA E METABOLISMO

As atividades enzimaticas 1identificadas em H. pylori incluem, catalase,

citocromo oxidase, superoxido dismutase, fosfolipase e urease (HUGHES et al., 1995).

Como a bactéria requer altas taxas de CO, para seu crescimento, a simples
producdo de urease como neutralizadora do 4cido ndo € suficiente. Esta enzima também
providencia o surgimento de nitrogénio para sintese protéica. A amdnia derivada da uréia
pode ser adicionada ao glutamato, podendo assim ser incorporada na proteina ou convertida

em outros aminoacidos (GOLD, 1999).

Foi sugerido que a H. pylori possui um ciclo para uréia completo tendo assim
um grande controle sobre o nitrogénio, sendo assim, a fungfo chave da urease pode ser
nutricional, quando na auséncia de alguma atividade enzimatica, o nitrogénio for

msuficiente (GOLD, 1999).

Este orgamsmo utiliza glicose como fonte de carbono e energia de maneira

limitada, mas possui as vias pentose fosfato e Entner- Douderoff (HUGHES et al.,1995).

Alguns estudos concluiram que glicose e piruvato sdo oxidados por 4cidos
orgdnicos sugerindo que o ciclo do acido citrico pode ser ausente ou incompleto na

bactéria. Entretanto HOFFMAN et a/. {(1996), (Figura.1) demonstraram atividade de citrato
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sintase em /. pylori, sugerindo que a acetil CoA gerada pela oxidagio do piruvato pode ser
rapidamente catabolizado via ciclo do acido citrico, mas niio no sentido tradicional como
em E. coli. Em H. pylori as reagbes incluem o cetoglutarato, succinil coenzima A, acetato
coenzima A tranferase e malato quinona oxidorredutase, permitindo uma completa
conectividade entre os metabdlitos do ciclo do 4cido citrico. Contudo essas reacdes ndo sio

tipicamente consideradas como parte do ciclo (SCHILLING et al., 2002).

Viérios aminoécidos podem entrar nas vias metabélicas, como o ciclo do acido
citrico e serem diretamente convertidos a piruvato, que é requerido para sintese de alanina,
leucina e valina (TOMB et al ,1997). A descarboxilacdo do piruvato no H. pylori é
catalisada pelo complexo enzimatico piruvato: flavodoxina oxidorredutase (POR),
(HUGHES et al.,1995), ao invés do complexo enzimatico aerdbico piruvato desidrogenase
(AceCF) ou da anaerdbica piruvato liase (Pff) (TOMB et al.,1997). /n vivo o receptor de

elétrons para essa enzima € provavelmente uma flavina endogena (HUGHES et al.,1995).

A enzima 2 oxoglutarato: oxidorredutase (OOR) aparece como catalisadora de
uma das rea¢des do ciclo do acido citrico, esta enzima descarboxila 2 oxoglutarato para
formar succinil coenzima A, que € principal intermediario do ciclo do acido citrico. Nessa
reagdo o fumarato pode agir como um receptor de elétrons na respiragio anaerdbica

(MENDZ et al., 1994).
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Figura 1- Atividades de catabolismo ¢ anabolismo detectados em linhagens de /. pylori , enzimas associadas
com © metabolismo da glicose. Fd flavoxing, TPl wrigse fosfato isomerase; &PG,
o-fosfocluconato; F-6P, frutose-6-fosfato;, F-DP, frutose-difosfato; KDPG, 2-keto-3-deoxi-
6-fosfogiuconato; G3P, gliceraldeido-3-fosfate, DHAP, dihidroxiacetona fosfato, 3PGA,
3-fosfoglicerato; OAA, oxalacetato; ciclo do 4cido citrico completo detectado na bactéria:
reagdo a° 8 o composto niro-heterociclico(R - NO. ) € ativado ¢ passa para ativada t6xica
{R -NO,) ¢ impede a formagio de acetil CoA imterrompendo ¢ ciclo do dcido citrico.
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A presenga de piruvato: flavodoxina oxidorredutase ¢ 2 oxoglutarato aceptor
oxidorredutase sdo elementos que contribuem para o carater microaerofilico e suporta o
conceito de um sistema metabdlico anaerdbico nessa bactéria, sendo o oxigénio requerido

para o crescimento (KAIHOVARA et al., 1998).

10- MECANISMOS DE ACAQ E RESISTENCIA DA BACTERIA H. pylori AOS
ANTIMICROBIANOS METRONIDAZOL E FURAZOLIDONA

10.1- Metronidazol

O metronidazol [1-(2-hidroxil)2 metil 5 nitroimidazole] é um dos componentes
chave na terapia usada contra Helicobacter pyiori (VIDAVIKOVIC et al, 2002). A
atividade das drogas nitro-heterociclicas depende da ativagio do seu grupo nitro tanto para
a classe dos nitroimidazoles como para a dos nitrofuranos. Os radicais gerados na ativacio
dessas drogas sdo similares para ambas as familias de nitro-heterociclicos, porém estas
possuem diferentes potenciais eletronicos e seu mecanismo de acio depende de diferentes

vias metabolicas.

H-C-N
H C - CH;

e

OoN-C- N

CH; CH; OH

Figura 2- Estrutura do metronidazol
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O mecanismo de agdo do metronidazol resulta da ligagio de produtos
intermedidrios, originados de sua redugdo intracelular, com o DNA, formando complexos
que mibem a replicagdo e inativam o DNA, impedindo desta forma as sinteses enzimaticas
e causando a morte celular. Sua acdo seletiva é devida a presenca da atividade de um
sistema de proteinas de baixo potencial de oxirredugiio, como a ferrodoxina, que reduz o
grupo nitro do metronidazol gerando produtos intermediarios os quais tém acdo toxica e sio
responsavels pela atividade antimicrobiana. Dessa forma o metronidazol atuaria como
captante de elétrons depletando a célula sensivel de equivalentes redutores necessarios a
sua plena atividade (LINDEMARK ¢ MULLER, 1976).

Um dos produtos originados da reducfio do radical nitro do metronidazol é a
hidroxila, um composto danoso a macromoléculas como o DNA e proteinas. A hidroxila &
gerada através de um processo chamado de “ciclo futil”, onde o oxigénio molecular pela,
captura de elétrons, regenera o metronidazol ativado a sua forma original ndo tdxica,

resultando na formag@o de um de um superoxide

(1) RWNOQ“'?Oz—’ R—N02+02-

Em presen¢a de um metal de transigdo como o ferro, ocorre a geragio de
peroxido de hidrogénio (2) e radicais hidroxila (3), causado dano ao DNA bacteriano e
subseqlientemente a morte da bactéria (SMITH e EDWARDS, 1995):

2) 20, 12H—» H,0,+0,
Fe**

(3) H;02+ 0y —p OH +OH + O,
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Em condigBes aerébicas o oxigénio, melhor aceptor biologico de elétrons, com
potencial redutor maior que o da droga, captura elétrons da reagfio que transforma
flavoxina em acetil CoA, impedindo a ativacdo da droga (Reagio n° 8, Figura 1)
(MENDZ et al., 1994).

As nitroredutases sdo classificadas como oxigénio sensivel ou insensivel,
baseado no fato de os substratos dependerem respectivamente, de uma ou duas
transferéncias de elétrons. A redugdo de transferéncia de um elétron para o grupo nitro de
um composto em particular produz o radical nitro que na presenca do oxigénio, gera unides
de superoxides e regenera o grupo S-nitro. Isso sugere que aerdbios ou anaerobios
facultativos sdo resistentes ao metronidazol devido a condigdes aerdbicas de reduco do

ciclo que regenera o metronidazol (WHITHEWAY et al., 1998).

A maioria das nitrorredutases de organismos microaerofilicos sdo do tipo
oxigénio insensivel e reduzem apenas compostos nitroaeromaticos a partir da seqliencial
redugdo de dois elétrons, resultando num intermediario nitroso e tendo a hidroxilamida
como produto final (KATHOVARA et al.| 1998).

A formagdo de hiroxilamina, um composto extremamente carcinogénico pelo
H. pylori, pode ter um potencial de distribuigio mutagénica para a mucosa gastrica durante
alguma terapia com metronidazol. Isso ¢ de implicagdo para a satde publica do achado que
a infecgo por H. pylori pode ser um fator de risco para o cincer géstrico e pode ser um
acelerador do desenvolvimento de resisténcia para outros antibidticos importantes para o

esquema terapeutico, como a claritromicina (KATHOVAARA et al., 1998).

Durante os dltimos anos vérios genes codificadores de nitrorredutases, foram
apresentados como candidatos a serem responsaveis pelo fendtipo resistente ao
metronidazol, entre eles as proteinas POR, OOR e KOR, os genes fdvA, kB, rdxA e rd<B
(KWON et al., 2000; JEOMG et al, 2001).

GOODWIN et al. (1998) realizaram um trabatho demonstrando que a atividade
das redutases POR (piruvato: ferrodoxin/flavina oxidorredutor) e KOR (cetuglutarato oxido

redutor) sdo reguladoras da ativagio do metabolismo da bactéria, sendo que a delecdo de
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um destes diminui consideravelmente o crescimento bacteriano. Porém, a mutaciio dessas

redutases nfio confere resisténcia ac metronidazol.

Nas linhagens de H. pylori resistentes ac metronidazol, POR ¢ KOR foram
reprimidos nas bactérias manipuladas em culturas contendo metronidazol, mas continuaram
ativados nas culturas que nio continham metronidazol (GOODWIN et al., 1998).

Em 1998, GOODWIN et al comprovaram através de subclonagem de um
cosmideo e insercio deste em uma linhagem de E. coli, que a iﬁativagﬁo mutacional de um
gene da H. pylori, que codifica uma nitroredutase NAD(P)H oxigénio insensivel, chamada
rdxA (designado HP0954 dentro da seqiiéncia gendmica) é causa natural da aquisigio da
resisténcia ao metronidazol. Sugeriram que o fendtipo sensivel é devido a redugio do
metronidazol pelo rdxA gerando radicais de hidroxila, que € diretamente responsével pela

morte das linhagens de H. pylori sensiveis.

JEONG et al. (2001) confirmaram através de uma transformagfio natural
estratégica, com o gene rdxd inativo de uma Helicobacter pylori resistente, a importincia
deste gene em linhagens resistentes a metronidazol (Figura 2).

Hipétese: resisiéncia ae metronidazel Aliernativa: resistBncia ao metronidarol
devido a mutacio no gene rded devido 2 outros genes

Muitas linhagens transformadas Nenhuma linhagem transformada

Figura 3- Transformaciio de DNA para testar o envolvimento da mutacio no gene rdxA na

resisténcia ao metronidazol.
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O seqiienciamento de DNA demonstrou que mutagdes de ponto (missense e
nonsense) sido responsaveis pela mnativacio de rdxA nessas linhagens contendo o gene
mutante (JEONG et al,, 2001).

A itrodugdo do rdrA de uma linhagem sensivel por um vetor plasmidial
transformou uma linhagem resistente em sensivel, isso mostra como essa nitroredutase
contribui para o fenotipo sensivel em uma Helicobacter pylori. Foi cbservado também que
a mutagdo isolada em fdxA (outra nitroredutase) ndo € capaz de conferir resisténcia mas que
a dupla inativagioc em rdvxA e frxA resulta em niveis mais altos de resisténcia
(JEONG et al,, 2001)

Microaerofilicos em geral siio susceptiveis ao metronidazol ¢ demonstram
padrdes de resisténcia similares aos verificados em H. pylori, sugerindo que homélogos de
rdxA podem ser achados em outras espécies (HOFFMAN et al., 1996). Devido i atividade
de rdxA foi sugendo que as mutaghes observadas em resistentes a metronidazol foram
induzidas pela terapia com esse antibidtico e que essas mutagdes ndo teriam origem
espontanea {(GOODWIN et al., 1998).

10.2- Furazolidona

A furazolidona 3-(5 nitrofurfuridina amino) 2 oxo- oxazolidina tem atividade
contra uma variedade de bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas. Fol o primeiro
quimioterapico antibacteriano usado com sucesso no tratamento de geardiases nos anos de
1950. Na medicina veterinaria a furazolidona € muito usada no tratamento ou prevengio de
infecgBes nos bronquios (TOWSON et al., 1994).

)
Oz o 0
™~ e 1 J_J
- AN
Figura 4- Estrutura da furazolidona
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A furazolidona, assim como o metronidazol, ¢ reduzido somente pelas vias
anaerobicas, no entanto por diferentes nitroredutases. Seus espectros de atividade e
mecanismo de a¢do estdo relacionados ao potencial redutor do seu grupo 5- nitro que estd
entre — 250 ¢ 270 mV e pode ser reduzida por varias enzimas incluindo as nitrorredutases
NAD(P)H das bactérias entéricas. Sen mecanismo de acfio depende da geracdo de radicais
toxicos  apartir da reducdio de seu grupo nitro, j4 que seus produtos finais sdo
biologicamente inativos a hidroxila € provavelmente seu maior derivado intermediério,

causando danos ao DNA bacteriano e conseqiientemente sua morte (SISSON et al., 2002).

O mecanismo de resisténcia da H. pylori & furazolidona ainda nio foi
esclarecido. Atualmente os candidatos & resisténcia a furazolidona sio as enzimas
piruvato- flavodoxina oxidorredutase (PorCDAB) e 2-oxoglutarato oxidorredutase
(OorDABC). Tanto a enzima POR quanto 2 OOR possuem quatro subunidades. Os genes
por ¢ oor foram clonados e seqiienciados, estio organizados respectivamente na ordem

5’ «porC-porD-porA-porB-3’ e 5 '-oorD-oorA4-oorB-oorC-3’. (HUGHES et al., 1998).

Em Escherichia coli, duas classes de nitrorredutases podem ser diferenciadas de
acordo com a sensibilidade ao oxigénio: o tipo insensivel ao oxigénio (tipo I) e o sensivel
ao oxigénio (tipo II). O gene nfs4 foi clonado e codifica a proteina nitroredutase IA, uma
flavina mononucleotidica (FMN) que utiliza 0 NADPH como doador de elétrons. O gene
nfsB codifica também um composto protéico tipo flavoproteina que utiliza tantc NADH
como NADPH como fonte redutora de equivalentes. Os genes que codificam as

nitroredutases tipo I ainda nio foram identificados (WHITEWAY ef al., 1998).

Em condigbes aerobicas a atividade das nitroredutases NfsA e NfsB sic
necessarias para a atividade bioldgica. Nesses casos, o estudo de mutantes resistentes a
nitrofuranos mostrou que a resisténcia € conseqiléncia obrigatéria de alteracdes em duas
etapas: primeiramente uma alteragdo no gene nfs4 seguido de uma inativagio no gene nfsB.
A seqiéncia da proteina Rdxd de Helicobacter pylori possui alguns aminoacidos em
alimhamento idéntico com a proteina NfsB, particularmente 14 residuos proximos a
extremidade aminoterminal, provavelmente relacionados ao sitio de ligacio ao flavina
mononucleotidica (WHITEWAY ef al, 1998). Esta observacio, associada ao fato das

linhagens resistentes para a furazolidona serem resistentes simultaneamente para
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metronidazol, levou a suposi¢do de um mecanismo de acio e de resisténcia semelhante para
ambos os compostos (KWON et al., 2001). Entretanto, a anilise de mutantes para os genes
rdxA, fred e fdxB, associados com a resisténcia da bactéria para o metronidazol,
demonstrou que estes genes ndo estdo diretamente envolvidos com a resisténcia a

turazolidona para H. pylori (KWON et al, 2001).

Linhagens construidas em laboratorio, com os genes rdxA e fdxA inativados nio
apresentaram resisténcia a furazolidona, indicando assim que mutacdes em outros genes

seriam necessarias (SISSON et al., 2002).

Introducdo
38



S  0- OBJETIVOS

D S N AR N N AR

39



# Confirmar a relacdo entre os genes rdxd e fdkd de H. pylori com a

resisténcia ao metronidazol em isolados clinicos brasileiros.

# Verificar a possivel relagdo entre o gene rdxd e JrxA de H. pylori a

resisténcia a furazolidona em isolados clinicos brasileiros.

Cbjetivos
44



r

METODOS

= n ——— 3- MATERIAL E

.



1- METODOS MICROBIOLOGICOS
Linhagens bacterianas utilizadas

As amostras bacterianas utilizadas nesse trabalho foram obtidas apartir do
banco de linhagens da Unidade integrada de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG)
da Universidade Sdo Francisco de Braganca Paulista. As oito amostras usadas, resistentes
simultaneamente para metronidazol e furazolidona, foram selecionadas apos os testes de
susceptibilidade apartir del3 isolados clinicos de pacientes que j4 tinham sido tratados com

furazohidona, mas nfo erradicaram a bactéria.

1.1- Culiivo em meio sélido

As amostras mantidas 4 -70°C, foram reativadas através de indculo em placas
de Petri preparadas com meio Columbia agar, suplementado com 10% sangue de carneiro
desfibrinado, 6 pg/ml de vancomicina, 20 ug/mL de acido nalidixico, 10ug/mL de
anfotericina B e 40 pg/mL de TTC. Os indculos foram incubados a 37°C em condigtes

microaerofilicas (12% CO,) com 95% de umidade relativa por 3 dias.

1.2- Identificacdo de linhagens de H. pylori

A morfologia das bactérias obtidas em cultura foi observada ao Microscopio
optico apos coloragio de Gram e as amostras que apresentaram morfologia caracteristica

para H. pylori foram confirmadas pela presenca de atividade das enzimas urease e catalase.

Para o teste de urease, uma pequena quantidade do crescimento bacteriano
obtido em placa, foi colocado em 3 mL de meio de uréia (uréia 2%, vermelho fenol 0,05%,
azida sodica 0,002%; Probac, SP) e incubado a 37°C por 2 horas. Na presenca da enzima
urease, a uréia do meio € degradada formando aménia, que conseqilentemente, altera o pH

do meio e a cor para rosa, devido ao indicador vermetho de fenol.
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A atividade da enzima catalase foi analisada através da transferéncia de
coldnias bacterianas para um tubo transparente contendo aproximadamente 300uL de H,0,

3% que quando degradado libera oxigénio observado pela presenca de bolhas.

A amplificagdo por PCR do gene glM, especifico da H. pylori, também foi

utilizada na identificacdo da bactéria (ver adiante, Quadro T).

.....

}.3- Determinacio da concentragdo iibitdoria minima (CIM) de furazolidona e

metronidazol

Para a determinagdo da concentragdio inibitoria minima foi utilizado o método
gold standard de diluicio em agar (NCCLS, 1999). Para este método, placas de meio de
cultura com agar Mueller-Hinton (Merck) foram preparadas com a adigio de diferentes
concentragbes dos antimicrobianos furazolidona e metronidazol de forma a construir uma
escala logaritmica variando de 0,125 pg/mL até 256 ug/mL dos antimicrobianos, possuindo
cada placa da seqiiéncia o dobro da concentragio da placa antecedente. Os isolados clinicos
analisados foram reativados pelo cultivo em meio sélido (item 1.1} e os crescimentos
obtidos em trés dias foram transferidos para tubos tipo eppendorf com solucdo salina
tamponada (PBS) para ajuste da densidade bacteriana pela comparagio ao padriio visual 2
da escala de turbidez McFarland, aproximadamente 6 X 10° células por mL. Apos este
ajuste, 3ul. de cada suspensdo bacteriana, foram inoculados e incubados por trés dias em
condigbes pré- determinadas. A linhagem 26695 susceptivel aos dois antibidticos com
valores de CIM previamente determinados (0,5 ug/mL para metronidazol e 0,25 ug/ml.
para furazolidona), foi utilizada como controle. De acordo com a literatura, as linhagens
que apresentaram CIM maiores que 2 pg/ml. para furazolidona e >8pg/ml para
metronidazol foram consideradas resistentes e selecionadas para avaliacio do mecanismo
molecular associado a resisténcia. O experimento foi feito por trés vezes para confirmagio

dos resultados.
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2- METODOS GENETICOS
2.1- Obtencdo de DNA

Apos trés dias de crescimento bacteriano, as coldnias foram coletadas e
ressuspendidas em 1 mL de TE 1X (Tris-HCl 10 mM pH 8,0 ; EDTA I mM pH 8,0).
Foram adicionados 30 uL. de SDS a 10% € 0,01 g de proteinase K.

A suspensdo foi incubada a 37°C durante 24 h, posteriormente foram
acrescentados 400 ul. de fenol cloroformio isoamilico. A solugdo foi misturada por
inversdo e centrifugada 5 min a 13.000 rpm. O sobrenadante que se formou foi transferido
para um novo tubo. Foram adicionados 400 ul. de cloroférmio isoamilico, novamente a
solu¢do foi misturada por inversdo e centrifugada. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e a etapa foi repetida. Foram adicionados 600 ul. de isopropanol e 100 uL de
NaAc 3M e misturado cuidadosamente. O DNA foi coletado e lavado com 250 il de
etanol 70% gelado. O DNA foi passado para um novo tubo e foram adicionados 200 pl de
TE 0,1%. As amostras foram incubadas a 37°C durante 15 min com a tampa aberta e 24 h

com a tampa fechada.

O DNA extraido foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Aliquotas desse material foram misturadas a uma solucio contendo azul de bromofenol
0,25%, glicerol 40% e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada com tampao
TBE 1X (Tris 89mM; Acido borico 89mM; EDTA 2mM pH 8,0) e submetida a uma
voltagem de 100 V. Apoés 40 min o gel foi corado em solu¢do de brometo de etidio (5 u
g/ml) por 20 min & temperatura ambiente e visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta de onda curta. Para o registro definitivo dos resultados a imagem foi

digitalizada por uma cidmera Panasonic DNC- LC40.
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2.2- Amplificac@o dos genes gIM, rdxA e frxA por PCR

As PCR foram realizadas em um volume final de 50 uL, contendo de 200 a 500
ng de DNA gendmico, 25 pmol de cada iniciador (Quadro I), 200 uM de cada dNTP,
1,5% de MgCly, 2 unidades da enzima 7ag DNA Polimerase (Gibco BRL) e tampio de
reagdo para a enzima. Os genes rdxA e fixA amplificados, foram purificados com o
Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, Madison, WI) seguindo as

recomendacdes do fabricante.

O gene glm também foi amplificado com a finalidade de verificar se as
linhagens utilizadas eram realmente de H. pylori. Os iniciadores utilizados aparecem

descritos nos quadros 1 e 2.

Quadro 1- Seqiéncias de nucleotideos de H. pylori utilizados como iniciadores nas reagdes

em cadeia da polimerase e tamanhos em pb do produtos da amplificacio.

Iniciadores 5>3 Produto (pb) Referéncia
glm sense  AAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT
294 BICKLEY et al,, 1993
glm antisense AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC
rdxA sense CGATCAGCCTGCCTTTAG
1150 JEONG et al., 2000
rdxA antisense ! AAGAGCGATTAAAACCATTC
frxcA sense “GCTTTACAGCACCAACGATTTG
: 614 JEQNG er al., 2000

. frxA antisense TAAATAACTTCTGTCTTCCAGCGG
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Quadroe 2- Numero de ciclos, tempos e temperaturas usados para cada iniciador nas

reacOes de PCR.

Iniciadores Etapa Inicial 33 Cicles Etapa Final
Pesnaturagio Desnaturacio Anelamento Extensido Extensio
Tempo | Temp | Tempo | Temp | Tempo | Temp | Tempo | Temp | Tempo | Temp
(min} °C) | (min) | (°C) | (min} | (°C) | (min) | (°C) | (min) | (°C)
giM 5 94 1 94 1 35 1 72 10 72
fdxA
S 94 i 93 i 48 1.5 72 7 72
frxA

2.3- Transformag#o natural

A transformaco natural é um processe no qual uma linhagem receptora de

Helicobacter pylori incorpora 0 DNA ou um gene de uma bactéria doadora com

determinada caracteristica que se quer estudar pela simples adigio do DNA ou gene em

questdo ao crescimento de uma linhagem padrio (26695).

A linhagem de H. pylori sensivel 26695 (TOMB et al., 1997), foi inoculada em

lacas contendo Columbia agar acrescidas com 10% de sangue de carneiro e incubadas
P g

durante dois dias em condigSes microaerofilicas. O crescimento foi repassado com Swab

seco para novas placas em 11 spots, sendo oito usados para adi¢io de 10uL de produto de

PCR dos genes rdxA ou frxA das amostras doadoras resistentes & metronidazol e 2

furazolidona, um para o DNA gendmico da linhagem sensivel 26695 ¢ 2 para adicio de TE

1X. As placas foram incubadas durante 16h. Apos esse periodo os spots foram transferidos
para um tubo de 1,5ml contendo 1 mi de TE 1X [1 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA],

estes entdo foram centrifugados por 2 min a 12000 rpm.
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Descartou-se o sobrenadante, e adicionou-se 50 ul. de TE 1X nas bactéras
precipitadas que entdo foram transferidas para placas com concentragdo Sug/ml. de
metronidazol ou 2pg/mL de furazolidona, para a selecionar as bactéria que sofreram
transformacdo. Como controles negativos foram usados: um spot com TE e um spot com
DNA da linhagem 26695, repassados para placas com adicio de antimicrobianos (8pg/ml
de metronidazol ou 2ug/ml de furazolidona). Como controle positivo um spot com TE foi
repassado para placa com Columbia agar. As placas foram incubadas durante 10 dias

sendo mspecionada a partir do 4° dia.

Os resultados s6 foram considerados quando os controles negativos, nio
apresentaram crescimento ¢ o controle positivo apresentou um denso crescimento. Cada
experimento foi transferido trés vezes para confirmagio dos resultados. As bactérias
transformadas formaram colénias isoladas que foram cultivadas e estocadas a - 70 C. Apds
um periodo de congelamento essas linhagens resistentes foram reativadas para a

.....

originais.
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BHM + metromdazol {8
mg/L] ou furazolidona

[2mg/L]

DNA, PCR
reeA ou frxA 26695 Transformaciio

Isolamento de
colénias
resistentes

¢  Determinaciio do CIM

Figura 5- Desenho esquematico datransformaco natural da linhagem 26695 de H pyiori.

Material ¢ AMélodos
48



mEEEEeeeeesssssssssss /- RESULTADOS

49



1- MICROBIOLOGICOS

.....

amostras de H. pylori foram determinadas através do método de diluigio em agar (NCCLS,
1999). As linhagens selecionadas apresentaram padrSes diferentes de resisténcia para cada
antibidtico (Quadro III). Foram utilizados 13 isolados clinicos de pacientes que ja tinham
sido tratados com furazolidona, mas nfio erradicaram a bactéria, destes, foram selecionadas
oito amostras, resistentes simultaneamente para metronidazol e furazolidona {(Em azul no
quadro 3).

-----

Quadro 3- Valores em pg/ml. das concentraghes inibitorias minimas de metronidazol e

furazolidona
metromdazol furazolidona
351 16 1
640 8 1
642 32 0,5
646 8 0,5
ffd 2 4
062 18 035
linhagem
0,5 0,23
26695
RemMados
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2- TRANSFORMACAO NATURAL

No experimento de transformago natural feito com a linhagem receptora 26695
mais o produto de PCR do gene rdx4 e selecionado em placas com concentracdo 8 pg/mL
de metronidazol, foram obtidos seis transformantes apartir dos genes das oito amostras
doadoras resistentes utilizadas nesse trabalho (amostras 664 e 707 ndo transferiram
resisténcia). No experimento, feito com a linhagem receptora 26695 mais o produto de PCR
do gene rdxA e selecionado em placas com concentragio 2 pg/ml de furazolidona,

nenhuma coldnia foi observada.

Os experimentos de transformagio natural feitos com linhagem receptora 26695
mais o produto de PCR do gene frx4, nio foram obtidos transformantes resistentes tanto

para metronidazol como para furazolidona.

Cada experimento foi repetido por mais duas vezes e os mesmos resultados
foram obtidos. Os valores de CIM dos transformantes selecionados foram idénticos aos
observados nas linhagens originais para metronidazol e demonstrou um aumento de MIC

para furazolidona (0,25 para 1 ug/ml).
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Metronidazol foi largamente utilizado como componente critico de regimes
terapéuticos triplos para a infecgdo de A. pylori. Porém esses regimes se tornaram inviaveis
devido as altas taxas de resisténcia a esse antibiotico em todo mundo. Em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, as taxas de resisténcia para metronidazol chegam a 42%
(MENDONCA et al., 2000).

A resisténcia para metronidazol resulta da mutacional inativagio do gene rdxA,
que codifica uma nitroredutase NADPH e nfio da aquisigho de genes externos de
resisténcia, ao contrario do que ocorre em outras espécies nos mecanismos de resisténcia a
outros antibidticos. O surgimento de linhagens resistentes a metronidazol a partir de
linhagens sensiveis, geralmente ocorre devido a novas mutagdes ao inves da aquisicdo de

alelos mutantes de outra linhagem ja resistente (GOODWIN et al., 1993).

Nitrorredutases de outros organismos sdo classificadas como sensivel ou
insensivel ao oxigénio, baseado se os substratos sdo reduzidos a partir de uma ou duas
transferéncias de elétrons respectivamente. Quando a redug@io do grupo nitro ocorre com a
transferéncia de um elétron produz radicais Anions nitro que, em presenga de oxigénio,
geram 4nions de superoxide e regeneram o grupo nitro. Isso sugere que aerdbios e
anaerdbios facultativos sdio resistentes ao metronidazol devido as condigdes aerdbicas de
redugio que levam a regeneracdo do metronidazol a sua forma original que nio € téxica. O
crescimento de linhagens H. pylori sensiveis ndo € afetado por diferentes condigdes de
oxigénio, isto sugere que em bactérias microaerofilicas, uma transferéncia de elétrons
provavelmente ndo envolve a redugio do metronidazol. Esta interpretacdo € suportada pelo
fato de uma nitroredutase insensivel ao oxigénio ser responsavel pelo fenotipo sensivel da
H. pylori (GOODWIN et al., 1998).

Microaerofilicos em geral s3o susceptiveis ao metronidazol e dispde de padrdes
de resisténcia similar ao da H. pylori, sugerindo que homdlogos de rdxA podem ser

achados em outras espécies.

Tipicamente as bactérias contém diferentes nitroredutases incluindo redutases
flavinas e ferrodoxinas que podem exibir uma atividade nitroredutase. Um homologo de

rdxA que teve 23% de seu indice de proteinas identificado € o gene frxA que codifica uma

Discussdo
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flavina redutase NAD(P)H. Observagdes anteriores sugeriram que frxA ndo contribui
significativamente para o fenotipo resistente ou sensivel ao metronidazol mas gue talvez
FrxA ou outras redutases flavinas ou ferrodoxinas, contribuam para a ativagio de

metronidazol em condigdes anaerobicas (GOODWIN et al., 1998).

O metronidazol fo1 largamente usado no tratamento de bactérias e protozoarios
e geralmente as dosagens utilizadas nos regimes que intbem o crescimento bacteriano
selecionam mutantes resistentes mas ndo erradicam o organismo. Dado a formacdo de
hidroxila, um potente mutagénico pela nitrorredutase RdxA, foi sugerido que muitas das
mutagdes encontradas nas linhagens resistentes foram induzidas pela terapia com
metronidazol e que elas nfo tiveram origem espontinea. Essa mutagenicidade do
metronidazol pode também acelerar o desenvolvimento da resisténcia para outros
antibidticos clinicamente importantes como a claritromicina (GOODWIN et al., 1998,
SISSON et al., 2000). O acumulo de hidroxila na mucosa gastrica quando o metronidazol ¢
usado e reduzido pelas linhagens sensiveis é de grande importéancia ja que a infec¢io por

H. pylori ¢ tida como fator de risco para o cancer gastrico (GOODWIN et al., 1998).

A alta taxa de resisténcia e a mutagenicidade estimularam o interesse em drogas
alternativas, como nitrofuranos e nitrotiazoles que possuem resisténcia incomum em £
pviori. No Brasil, a furazolidona passou a ser recomendada agente alternativo na terapia de
erradicagio dessa bactéria (SISSON et al., 2000).

A furazolidona tem espectro de atividade ¢ mecanismo de acdo dependente do
potencial de redug@o de seu grupo 5 - nitro que varia de -~ 250 a -270 mV e pode ser
ativado por varias enzimas incluindo as nitrorredutasés NAD(P)H de bactérias entéricas,
enquanto que o metronidazol sO € ativado por sistemas enzimaticos geradores de um

potencial de redugdo muito baixo (- 480 mV) (SISSON et al., 2002).

A furazohdona e o metronidazol sdo classificados como compostos
nitroeterociclicos ou nitroaromaticos. Os modos de acio dessas drogas sio similares
requerendo uma nitroredugdo para sua ativagdo, porém os mecanismos de resisténcia a

essas drogas requerem mutacdes em diferentes nitrorredutases JEONG et al., 2001).
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Algumas linhagens estudadas para resisténcia a metronidazol apresentaram
também resisténcia a furazolidona e nitrofuratoin, 0 que sugeriu que as nitrorredutases
RdxA e FdxA poderiam contribuir na ativagdo dessas drogas. Entretanto, linhagens
construidas em laboratorio, com os genes rdx4d e fdxA mativados ndo apresentaram
resisténcia a furazolidona, indicado assim que a mutagdo outros genes seriam necessarias

(SISSON et al, 2002).

Nesse trabalho foi obtido sucesso de transformagio natural em dois diferentes
produtos de PCR do gene rdx4 quando o metronidazol foi usado para selecionar coldnias
resistentes. Depois de trés diferentes analises, duas amostras (664 €707) ndo transferiram
resisténcia. A concentracdo inibitoéria minima de metronidazol para os transformantes foi

igual a de suas amostras doadoras.

Uma analise de seqiienciamento dos produtos de PCR de transformante e sua

amostra doadora oniginal poderfio demonstrar possiveis diferencas de padrdes de mutagio.

O gene frxA sozinho ndo foi capaz de transformar a linhagem sensivel 26695,
usada como linhagem receptora nesse trabalho, confirmando em amostras brasileiras que

esse gene nao € responsavel pela resisténcia a metronidazol.

Nio foi obtido nenhum transformante26695 resistente a furazolidona usando o
método de transformagdio natural Esse resultado sugere que 0s genes rdxd e frx4 ndo sdo

responsaveis pela resisténcia a furazolidona em isolados clinicos brasileiros.

Os resultados desSe trabalho, com a transformac¢io natural de uma linhagem
sensivel, confirmam conclusbes prévias de outros autores (GOODWIN et al, 1998;
KWONG et al, 2001; KWONG ef al, 2001; SISSON et al., 2002). A transformagio natural
demonstrou que o gene rdx4 de linhagens resistentes € a principal causa da aquisi¢io de
resisténcia ao metronidazol, que o gene frxA por si 86 ndo € capaz de conferir resisténcia ao
metromdazol e que esses genes apesar de influenciarem o CIM, ndo estdo relacionados a

resisténcia ao nitrofurano furazolidona.
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#» O gene rdxd de H. pylori é o principal responsavel pela resisténcia da

bactéria ao metronidazol.

» O gene fix4 de H. pylori por si s6 nfio ¢ capaz de conferir a resisténcia da

bactéria ao metronidazol.

» Os genes rdxA e frxA nfo estio envolvidos na resisténcia da H. pviori &

furazolidona.
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ABSTRACT

Most Helicobacter Pylori strains are susceptible to metronidazole, and this
consideration stimulated interest in alternative drugs, especially those against which
resistance may be uncommon in H. pylori, as the furazolidone.

The fact of these drugs showed similar mechanisms of action and of the
resistant strains for furazolidone had been simultaneous resistant for metronidazole
suggests that the resistance mechanism may be related. To verify the involvement of rdxA
and frxd genes with resistance to metronidazole and furazolidone we used natural
transformation with PCR products of eigth brazilian clinical isolates, simultaneous resistant
to this these two drugs. Our results showed that total metronidazole resistance are
associated with rdxA gene, but not frxA alone, and suggest the involvement of rdxA gene
in increased level of furazolidone minimum inhibitory concentration (MIC).

INTRODUCTION

Helicobacter pylori infection is one of the most common infections worldwide
and recognized as the major cause of peptic ulcer disease, risk factor for gastric
adenocarcinoma and primary gastric lymphoma (1, 2).

Metronidazole is a nitroimidazole prodrug that is often used in combination
therapies against this microaerophilic bacterium (3,4). However, metronidazole is highly
mutagenic (5, 6) and resistance to this drug is very common, with range from 10% in Japan
to 90% in India, and up to 33% in Western Europe (7). These geographic differences
probably reflect frequencies of MTZ use against other, mostly parasitic and anaerobic
infections (8). These results stimulated the use of alternative drugs to eradicate 4. pylori_ In
Brazil, where the level of resistance for metronidazole was detected in 42% of clinical
isolates, the nitrofiran furazolidone passed to be one of the component therapies (level of
4% resistance) (9).

Metronmdazole and furazolidone are classified as nitroeterocyclic and
nitroaromatic compounds, hence the modes of drug action are similar and nitroreduction is
required for these activation. However the mechanism of resistance to metronidazole and
furazolidone seems to be different (10).
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The mechanism of metronidazole resistance among H. pylori strains has been
related to alterations in gene products having metronidazole nitroreductase activity, like the
oxygen insensitive NAD(P)H nitroredutase (RdxA), and NAD(P)H flavin oxidoredutase
(FrxA) (5, 11, 10). However, FrxA does not contribute significantly to metronidazole
resistance, but collaborate with the activation of metronidazole under anaerobic conditions,
In spite of some H. pylori strains showed simultaneous resistance to furazolidone and
metronidazole, frxA and rdxA knockout mutations constructed in laboratory reference
strains are not resistant to furazolidone, which indicates that mutations in others genes were
also need for resistance (12). Due to H. pylori diversity, with different genotypes
predominating around the world, and the few clinical isolates resistant to both
antimicrobials, furazolidone and metronidazole, none of then from Brazil we used natural
transformation with PCR products of genes rdxA and frxA from eight Brazilian clinical
isolates, simultaneous resistant to these drugs, to verify the possible involvement of this

genes with metronidazole and furazolidone resistance.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Z. pylori bacteria used in this study
were eight metronidazole and furazolidone Brazilian clinical isolates, previous obtained
from Clinical Pharmacology and Gastroenterology Unit of Sao Francisco University
Medical School, Braganga Paulista, S.P; and one reference strain (26695), whose complete
genome DNA sequences have been determined (13,14). H. pylori were routinely growth on
Columbia Agar plates supplemented whith 5% sheep blood (BBV, Campinas, Brazil),
6pg/ml vancomycin (Sigma Aldrich Chemie, St. Louis, MO, USA) 10ug/ml amphotericin
B (Sigma Aldrich Chemie) 40ug/ml triphenyl tetrazolium cloride (Sigma Aldrich Chemie).

Plates were incubated at 37° C in a microaerophilic atmosphere for 3 days.

Determination of MIC. The MICs for metronidazole and furazolidone were
determined by agar dilution method in triplicate, using twofold increments (0,125 to
64pg/ml) in Mueller Hinton agar (Merck, Darmstadt, Germany) supplemented with 10%

sheep blood, incubated at 37° C under microaerophilic conditions. The isolated were
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considered resistant when the MIC was > 8ug/ml to metronidazole and > 2pug/ml to
furazolidone.

PCR. Primers of rdvA 5S’CGATCAGCCTGCCTTTAG3S’ and frxA
S’GCTTTACAGCACCAACGATTTGS for amplification were based on the full genome
of 26695 strain plus other entries in public database. PCR was performed in automated
thermal cycler (Applied Biosystems) in a final volume of 50ul out through 35 cycles,
consisting a denaturation step of 94° C for S sec, a primer anneling step of 48° C for 1sec
and extension step at 72 ° C for 7sec. An 1150 pb for rdxA and 614pb for frxA fragment
was purified with Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, Madison, W1,
USA).

Natural Transformation. H. pylori transformants were created by natural
transformation of 26695 susceptible strain added by rdxA or fixA PCR products from 8
resistant strains. As control, bacteria were transformed with TE (10mM Trds- HCL ipH
8,01, ImM EDTA) instead of 26695 total DNA. Transformants were selected on agar plates
containing 8pg/ml of metronidazole or 2pg/m! of furazolidone. This assay were repeated as

a triplicate.

RESULTS

MICs of metronidazole and furazolidone

Minimal inhibitory concentrations (MICs) of metronidazole and furazolidone
were determined by agar dilution method (15) in 8 previously isolated H. pylori from
patients that had already been treated with furazolidone, but without eradication. They
showed different levels of resistance to each prodrug (Table 1). 26695 transformants. We
used natural transformation with PCR products of selected genes to verify transmission of
drug resistance. This was based on findings that determinants of resistance can be
transfered to susceptible strains by transformation (16). In this study we obtained 26695
MTZ" transformants only to rdxA PCR product from 6 original isolates. The rdcA and
JrxA PCR products from all isolates were not able to transform 26695 to furazolidone
resistance strain. The MIC of 26695 rdxA-MTZR transformants was tested to metronidazole
and furazolidone. The MIC of transformants was exactly the same of original rdxA donor

isolates for metronidazole, and surprisingly 1pg/ml for furazolidone.
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DISCUSSION

The relative importance of the frxA and rdxA nitroreductase genes of
Helicobacter pylori in metronidazole susceptibility had been controversial until the study
of, that finally associated it with the inactivation of rdxA alone or both rdxA and JreA,
depending on bacterial genotype, but rarely, if ever, inactivation of rdxA alone (8).

This study included only one South American clinical isolate from Peru, and
did not represent the diversity of H. pylori possible influenced by large scale use of
antibiotics by population. In our previous works (9) we found 8 clinical isolates from
patients that do not eradicated bacteria with furazolidone-tetracycline based therapy.
Interestingly, all of then were metronidazole resistant too, and we try to transfer PCR
products of rdxA or frxA genes from resistant isolates to susceptible 26695, looking for
furazolidone or metronidazole resistant colonies.

Our results showed successfully natural transformation only from 6 different
rdxA PCR products, when metronidazole was used for resistant colonies selection. After 3
different assays, the remained two isolates (664 and 707) do not transfer resistance. The
MIC level from these transformants was exactly the same obtained from original donors,
but showed differences with each other. Future sequencing analysis of each PCR product
looking for different mutation patterns possible will explain the differences.

The frxA PCR product alone was not able to transform 26695 susceptible in
resistant metronidazole bacteria, confirming that in Brazilians isolates this gene 1s not
responsible for metronidazole resistance, neither for resistant level.

We were not able to obtain 26695 transformants resistant for furazolidone by
using this methodology, neither with rdxA or frxA PCR products. Our results suggest and
agree that these genes are not responsible for furazolidone resistance in Brazilian isolates.

Interestingly, the rdxd transformants obtained to metronidazole showed
different and higher furazolidone MIC levels (1 ug/ml) when compared with original 26695
strain (0,25 ug/ml).

Sisson showed that mutations in frxA and rdxA influence the relative MICs of
nitrofurans, but these increases are not enough to confer clinically resistance (17). In the
same study they was showed that the subtrate preferences of RdxA and FrxA were
dependent on the redox potential of the 5- nitro group of the prodrog, with RdxA reducing
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metronidazole (low redox potential, ~ 485 mV) and FrxA reducing nitrofurans (higher
redox potential, - 270 mV) (17, 18). No cross-resistance between nitrofurans and
metronidazole was found, since laboratory induced mutations in 7dA and fixA not increase
resistance to mtrofurans (12), despite of some strains resistants for metronidazole been
simultaneous resistant for furazolidone, this susceptibily was tributed to retain pyruvate:
flavodoxin oxidoreductase (PCR) and 2- oxoglutarate oxidoreductase (OOR) activities and
the one probable selective advantage during exposure to nitrofurans in vivo or that perhaps
these strains have acquired additional mutations affecting drug transport or effux (12,17).

In spite of this, our results suggest that the rdrA gene may be involved with the

increase level of furazolidone resistance by a mechanism yet unknown.

List of abreviation

RdxA - NAD(P)H nitroreductase; FrxA — NAD(P)H flavin oxidoreductase; PCR —
Polymerase chain; MTZ® — metronidazole resistant H. pylori strains; MIC — minimal
inhibitory concentration; POR -~ pyruvateflavodoxin oxidoreductase; OOR - 2-

oxoglutarate oxidoreductase
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Table 1- MICs of metronidazole and furazolidone of original clinical isolates and 26695

transformants with rdxA or frx4 PCR products.

Metronidazole Furazolidone
Presence of 26695 MTZ Presence of 26695 MTZ
transformants TransformantsM transformants Transformants
Chinical . Original
OriginalM IC MIC
Isolates MIC
IC (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml}
(ng/mi)
rdxA frxA rdxA JrxA
BH13 >64 + - >64 8 - - 1
BH27 >64 + - >64 £y - - 1
552 32 + - 32 64 - - 1
637 16 + - 16 32 - - 1
638 >64 + - >64 8 - - 1
644 16 + - 16 16 - - 1
664 32 - - - 16 - - -
To7 8 - - - 16 - - -
26695 0.5 - - - 0,25 - - -
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