Articulo Original

Patrones de resistencia secundaria de Heiic@Eoacterr pyferi a
metronidazol y clariiromicina en Quite.

Gonzalo Zurita H.1 Jeannete Zurita2 Ximena Ofiate2 Yolanda Espinosa2
laboratorio Clinico. Edificio Cruz Roja Cuarto Piso. Quito. Ecuador, Hospital Vozandes. Quito. Ecuador.

Resumen

La infeccion por Helicobacter pylori esta implicada en el desarrollo de varias enfermedades gastricas y cons-
tituye un grave problema de salud publica. La resistencia a los antibacterianos por parte del Helicobacter py-
lori se ha convertido en un nuevo desafio para su erradicacion. El objetivo de este estudio fue identificar los
patrones de resistencia secundaria a metronidazol, claritromicina y amoxicilina en cepas de H. pylori aisla-
das de pacientes (biopsia) que habian recibido tratamiento para este agente y en quienes persistia la sinto-
matologia. Ciento ochenta biopsias de mucosa gastrica fueron obtenidas de sesenta pacientes (32 mujeres
y 28 varones) provenientes de diferentes centros hospitalarios de Quito. Las biopsias fueron procesadas pa-
ra tinciones de Giemsa y Gram, prueba de ureasa y cultivo. Cuando se obtuvo el desarrollo de H. pylori se
procedid a la realizacion de las pruebas de sensibilidad. Las colonias fueron estriadas en agar Wilkins &
Chalgren y colocadas una tirilla E-test para los siguientes antimicrobianos: metronidazol, azitromicina, clari-
tromicina, amoxicilina y trovafloxacino. Se obtuvo crecimiento de H. pylori en 21 biopsias (35%). La resisten-
cia secundaria para metronidazol fue del 47.6% y para la claritromicina fue del 4.7%. Resistencia dual tanto
al metronidazol como a la claritromicina no fue observada. En conclusién en este estudio se encontré una
alta prevalencia de resistencia a metronidazol en las cepas de H. pylori y una baja resistencia a claritromici-
na, después de una falla de tratamiento. Rev Fac Cien Med (Quito) 2001; 26(2-3): 23°26
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Abstraei

Helicobacter pylori infection is implicated in the natural history of gastric diseases and constitute a serious
problem of public health. Another new problem related to this bacteria is its resistance to various antimicro-
bial agents. The aim of this study was to investigate the patterns of secondary resistance to metronidazole,
clarithromycin and amoxicillin in certain strains of H. pylori isolated from patients which received treatment
(biopsy), but still with symptomatology. One hundred eighty gastric mucose biopsies were taken from 60 pa-
tients (female 32, male 28) from different health centers from Quito. The biopsies were processed for Giem-
sa and Gram stains, ureasa test and bacterial culture. Once H. pylori developed sensiiivity tests were perfor-
med. Colonies were striking in Wilkin and Chalgren’s agar and tested using an E-test for the following antimi-
crobial agents: metronidazole, azitromicine, clarithromycin, amoxicillin and trovafloxavine. H. pylori was ob-
tained in 21 biopsies (35%), in 33 patients (55%) the urea, smear and the bacterial culture tests were nega-
tive. In six biopsies (10%) the bacilli were observed and the urea test was positive too, however there was
not bacterial growing. The secondary resistance to metronidazole was 47.6% and for clarithromyicin was
4.7%. In this study dual resistance either to metronidazole or clarithromycin was not observed. In conclusién,
in this study was found a high rate of resistance to metronidazole in Helicobacter pylori strains and a low re-
sistance to clarithromycin after a failure treatment. Rev Fac Cien Med (Quito) 2001; 26(2=3): 23-26
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Introduccién

El Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa
microaerofilica, la cual infecta la mucosa gastrica y
es una de las infecciones cronicas mas comunes en

Direccion para correspondencia: Jeannete Zurita M.D. MSc,,
Laboratorio de Microbiologia. Hospital Vozandes. Villalengua 267. Quito

Ecuador, e-mail: jzurita@ hcjb.org.ec

Vol. 26, N° 2-3, Octubre 2001

el mundo.lLla infeccion por esta bacteria esta aso-
ciada a varias patologias gastricas en todas las eda-
des, como la gastritis, Ulcera péptica, cancer gastri-
co, entre otras.Z3Varios antimicrobianos han sido uti-
lizados para tratar a la infeccién por H. Pylori, y la
erradicacion exitosa ha demostrado prevenir la Ulce-
ra gastrica y duodenal.& En este sentido, la erradi-
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cacion de esta bacteria significa curacion y preven-
cion de los posibles episodios recurrentes. El esque-
ma de tratamiento utilizado con frecuencia incluye
una combinacién de dos o mas agentes antimicro-
bianos y supresion de la acidez gastrica a través de
un inhibidor de la bomba de protones, sin embargo,
hasta el momento no se dispone de un esquema te-
rapéutico universalmente efectivo. La resistencia del
H. pylori al metronidazol y a la claritromicina ha au-
mentado notablemente en todo el mundo,6también
se ha informado resistencia a la amoxicilina, aunque
este fendmeno es raro e inestable.7La presencia de
organismos resistentes entre otros factores al pare-
cer ha determinado una baja tasa de curacién. La
frecuencia de resistencia del H. pylori a los antibioti-
cos varia notablemente entre regiones geogréficas,
y mas aun se han registrado variaciones dentro de
las propias poblaciones estudiadas,81 mismas que
se reflejan en las cifras de resistencia al metronida-
zol que va desde un escaso 10% hasta un notable
90%.8a12

El conocer la prevalencia de resistencia del H. pylo-
r es sumamente importante debido a que su trata-
miento, es por lo general iniciado en forma empirica.
El metronidazol es ampliamente utilizado en el
Ecuador, al igual que la amoxicilina, mientras que los
macrélidos lo son en menor proporcion, por lo que la
resistencia puede ser prevalente. Con estos antece-
dentes, el objetivo de este estudio fue conocer los
patrones de resistencia secundaria a metronidazol,
claritromicina y amoxicilina en cepas de H. pylori
aisladas de pacientes provenientes de diferentes
centros hospitalarios del area metropolitana de Qui-
to referidos para cultivo y pruebas de sensibilidad al
hospital Vozandes.

MateriaSes y meétodos

Durante un periodo de 14 meses (enero del 2000 a
abril 2001) se recibieron 180 biopsias de mucosa
gastrica (60 pacientes) de diferentes unidades de
salud de la ciudad de Quito. Todos los pacientes re-
cibieron informacién sobre el objetivo del estudio.
Los pacientes tuvieron una edad comprendida entre
14 y 85 afios, con una media de 41.8 afios (32 mu-
jeres y 28 varones). Todos tenian antecedentes de
enfermedad por H. pylori y habian recibido trata-
miento previo para una infeccién por este agente, sin
embargo, continuaban con la sintomatologia de en-
fermedad acido péptica (dolor, ardor epigastrico, dis-
pepsia, pirosis, nausea, hematemesis y melenas).
Tres biopsias de aproximadamente 2 a 3 mm fueron
tomadas del antro gastrico, enviadas al laboratorio
de microbiologia en solucién salina estéril y procesa-
das dentro de dos horas de recibidas. La primera de
estas muestras de mucosa gastrica fue destinada a
la realizacion de improntas, para las tinciones de
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Giemsa y Gram, la segunda fue destinado a la prue-
ba de ureasa y la tercera fue inoculada directamen-
te sobre un agar Columbia (Oxoid) suplementado
con sangre de caballo al 5% y con Butzler (Oxoid
SRO85E). Todos los cultivos fueron incubados en
bolsas Campy Pouch (Becton Dickinson BBL, Coc-
keysville, MD) a 37°C por 5 dias. Este sistema per-
mite crear la atmosfera ideal para el desarrollo de H.
pylori (5% oxigeno, 5% dioxido de carbono, 2% hi-
drégeno y 88% de nitrégeno).

Una vez obtenida la colonia se procedi6 a la realiza-
cién de las pruebas de sensibilidad. Tres a cinco co-
lonias fueron estriadas en agar Wilkins & Chalgren
(Oxoid) y colocadas una tirilla E-test para los si-
guientes antimicrobianos: metronidazol, azitromici-
na, claritromicina, amoxicilina y trovafloxacino. Las
cajas fueron incubadas con el sistema Campy
Pouch a 37°C durante 3 dias. La concentracion inhi-
bitoria minima (CIM) fue definida como la més baja
concentracion de antibiético que inhibia el crecimien-
to en el cruce con la tirilla (Foto 1).

Foto 1. Calculo de concentracién antibiética mediante
cruce con tirilla.

Las cepas resistentes a metronidazol se considera-
ron a aquellas cuyas CIM eran >8 ug/ml y para clari-
tromicina >1 ug/ml. Los puntos de corte para azitro-
micina, amoxicilina y trovafloxacino no han sido esta-
blecidos, razén por la cual para estos Ultimos antimi-
crobianos se presentaran las CIM que se obtuvieron.

Resultados

Se cultivaron 60 biopsias de mucosa gastrica, obte-
niéndose crecimiento de H. pylori en 21 biopsias
(35%). A cada uno de las biopsias de los pacientes
se les realiz6 improntas y prueba de la urea. Treinta
y tres pacientes (55%) tuvieron negativa la urea, ne-
gativa la impronta y negativo el cultivo. Seis biopsias
(10%) tuvieron positiva la urea y se visualizaron los
bacilos curvos en las improntas, sin embargo no se
obtuvo desarrollo de la bacteria. Los datos de los pa-
cientes en los que se logré el aislamiento de H. py-
lori se encuentran en la tabla 1
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Tabla 1. Concentracién inhibitoria minima de las

cepas de Helicobacter pylori a diversos
antimicrobiamos.
paciente Sexo Edad Impronta Urea Metroni-  Claritro-  Azitro-  Amoci-  Trovaflo-
dazol micina micina xilina xacino
(afos)  Gram ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml
1 F 48 positiva positiva >32 0.094 0.064 0.75 <0.016
2 F 59 positiva positiva >32 0.094 0.125 0.75 0.75
3 F 38 positiva positiva 8 0.25 0.19 0.5 0.016
4 F 23 positiva positiva 4 0.032 0.75 0.016 <0.016
5 M 53 positiva positiva 8 0.032 0.75 0.016 <0.016
6 F 85 positiva positiva 15 0.25 0.38 0.094 0.094
7 M 40 positiva positiva 1 0.19 0.25 0.125 0.125
8 F 49 positiva positiva 6 15 1 0.064 0.064
9 F 38 positiva positiva 3 0.75 0.75 0.19 0.19
10 F 40 positiva positiva | 12 0.032 0.25 0.125 0.125
n F 51 positiva positiva | 128 0.64 0.094 0.75 0.75
12 F 14 positiva positiva 1 0.19 0.25 0.125 0.125
13 F 32 positiva positiva  <0.016 0.032 0.023 0.125 0.125
14 F 40 positiva positiva 4 0.125 0.023 0.064 0.064
15 M 48 positiva positiva 0.19 0.125 0.023 0.38 0.125
16 F 37 positiva positiva 15 0.094 0.25 0.75 0.75
17 F 48 positiva  positiva >32 0.094 0.064 0.75 0.75
18 F 59 positiva positiva >32 0.094 0.125 0.75 0.75
19 F 38 positiva positiva 8 0.25 0.19 0.5 0.125
20 M 23 positiva positiva 4 0.032 0.75 0.016 <0.016
21 M 45 positiva  positiva >32 0.032 0.19 0.5 <0.016

En sombreado se identifican a las diez cepas que presentaron una CIM >8, indicativo de
resistencia secundaria para metronidazol (47,6%), apenas existi6 una cepa que presenté una
CIM de 1,5 ug/ml para claritromicina (4.7%). Resistencia dual tanto al metronidazol como a la
claritromicina no fue observada en este estudio

Diez cepas presentaron una CIM >8 por lo que se
concluye gue la resistencia secundaria para metroni-
dazol es del 47.6%, mientras que apenas una cepa
(4.7%) presentd resistencia a la claritromicina con
una CIM de 1.5 ug/ml para este macrolido. Resisten-
cia dual tanto al metronidazol como a la claritromici-
na no fue observada en este estudio.

Con relacion a la amoxicilina, todas las cepas pre-
sentaron una CIM menor a 0.75 ug/ml, la azitromici-
na tuvo un comportamiento similar a la claritromici-
na, y las CIM para trovafloxacino no superaron los
0.75 ug/ml.

Discusion

La prevalencia de resistencia de H. pylori se consi-
dera como una consecuencia del consumo indiscri-
minado de antimicrobianos en la comunidad. En es-
te estudio se encontr6 una prevalencia de la resis-
tencia al metronidazol del 48%, sin embargo, estu-
dios realizados en Guayaquil - Ecuador, reportan ci-
fras tan altas como de un 80.9%.13Pero la prevalen-
cia de la resistencia al metronidazol entre cepas de
H. Pylori es muy variable, asi en paises desarrolla-
dos, la prevalencia de la resistencia varia entre el 11
al 70%,4Bmientras que en paises en vias de desa-
rrollo la resistencia al metronidazol parece ser mas
alta, pudiendo alcanzar cifras superiores al 95%.190
Esto sugiere que actualmente la efectividad del tra-
tamiento empirico con metronidazol puede ser muy
baja.

La resistencia observada en este estudio es proba-
blemente debida al uso de estos antimicrobianos pa-
ra otro tipo de infeccione, por ejemplo, de las 21 ce-
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pas aisladas, 16 corresponden a mujeres (76%), lo
que sugiere que la resistencia en este grupo pobla-
cional puede deberse al uso de estos agentes en
problemas infecciosos genitourinarios. Vale la pena
también mencionar que en el Ecuador la utilizacién
del metronidazol como antiparasitario, es una practi-
ca frecuente lo que podria estar contribuyendo al in-
cremento aqui observada.

La prevalencia de resistencia a claritromicina, en-
contrada en este estudio es del 5%, comparable con
la mayoria de estudios cuya resistencia es inferior al
12%.1®1 Esta resistencia tiende a bajar en paises en
los cuales no ha sido utilizada ampliamente y en
donde tampoco otros macrdlidos no han sido utiliza-
do en forma indiscriminada.22 De todas maneras,
existen algunos reportes en los cuales se menciona
una resistencia del 27% en el Japén2io del 50% en
el Peri.DA diferencia de otros investigadores, 178 en
este estudio no se encontrd resistencia concomitan-
temente para el metronidazol y la claritromicina.

En relacion al bajo porcentaje de cultivos positivos
(35%) encontrados, a pesar de que fueron pacien-
tes, en quienes persistia la sintomatologia por H. py-
lori, posiblemente se deba a la localizacién de la to-
ma de biopsia. En este sentido, varios autores han
mencionado la importancia de la toma de muestra
en sitios adecuados.

Existen mdultiples metodologias para determinar la
prueba de sensibilidad que se usara para un mi-
croorganismo Yy lograr establecer cual sera el punto
de corte para un antimicrobiano a un microorganis-
mo dado. Es decir hay que establecer la concentra-
cion de antibidtico a la cual una bacteria se conside-
ra como sensible o resistente. Estandarizar estos
métodos depende de la velocidad de crecimiento de
la bacteria, si requiere un medio complejo para de-
sarrollarse, atmdsfera especial, entre otros factores.
Muchas de estas bacterias “fastidiosas” como el H.
pylori, son problematicas y ha pesar de que se han
realizado grandes progresos aun no hay un consen-
so para los puntos de corte de la mayoria de antimi-
crobianos. Recientemente, el National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) aprobo el
método de dilucién en agar como el método de elec-
ciéon para H. pylori, sin embargo para metronidazol
no hay un valor predictivo de lo encontrado in vitro
en relacion al éxito o fracaso del tratamiento, mien-
tras que para la claritromicina este valor predictivo
es mas confiable.BAsi se ha observado que la erra-
dicacién de cepas resistentes al metronidazol es
mas baja que las cepas sensibles (75% vs. 97%),
mientras que para la claritromicina hay mayor rele-
vancia clinica pues la erradicacion de una cepa re-
sistente frente a una sensible es del 95% vs. 40%%
Pero en pacientes cuya erradicacion ha fallado, la
resistencia secundaria tiene una tasa de al menos
un 50% tanto para metronidazol como para claritro-
micina.b

AUn cuando en los pacientes que ingresaron al estu-
dio persistia su sintomatologia, en el 55% de ellos
no se logro visualizar ni cultivar la bacteria, y la prue-
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ba de urea fue negativa. Esto podria mejorarse si se
cultivan biopsias de mucosa gastrica de varios sitios,
probablemente los pacientes mantengan el H. pylori
pero la biopsia no fue representativa. En 6 de ellos
se visualizaron los bacilos curvos en las improntas y
la prueba de ureasa fue positiva pero no logramos el
cultivo debido quizas a que no se utiliz6 el medio de
transporte adecuado.

En conclusion este estudio encontré una alta preva-
lencia de resistencia a metronidazol en las cepas de
H. pylori y una baja resistencia a claritromicina, des-
pués de una falla de tratamiento, lo que sugiere que
la resistencia presentada por el H. pylori, es un pro-
blema que requiere una vigilancia continua de los
patrones de sensibilidad a diversos agentes antimi-
crobianos y es imperativo conocer estos patrones
antes de iniciar una terapia de erradicacion.
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