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RESUMEN

INTRODUCCION: La infeccion por Helicobacter pylori afecta a
mas de la mitad de la poblacion mundial y esta asociada al
desarrollo de la gastritis crénica, tilceras pépticas y adeno-
carcinoma gastrico. La rifaximina es un nuevo antibiético
no absorbible de amplio espectro del grupo de la rifamicina
que alcanza altas concentraciones en el tracto gastrointes-
tinal.

OBJETIVO: Determinar in vitro la susceptibilidad de H. pylori
frente a la rifaximina.

METoDOS: Se estudiaron 31 cepas de H. pylori por el método
de dilucién en agar. Como antibiético control se utilizé la
claritromicina. Como cepas control se utilizaron Staphylo-
coccus aureus 'y Streptococcus pneumoniae. Las placas se le-
yeron a los 4 y a los 7 dias de incubacién. Se determinaron
las CMI,, y las CMI,, para cada antibi6tico. Se consideraron
resistentes a la claritromicina las cepas con CMI > 1 ug/ml.
RESULTADOS: Las CMI,, de la claritromicina a los 4 y 7 dias
fueron de 0,125 pug/ml y las CMI,, a los 4 y 7 dias fueron de
8 y 16 pg/ml, respectivamente. Las CMI,, de la rifaximina a
los 4 y 7 dias fueron de 1 y 2 pg/ml, respectivamente, y las
CMLI,, a los 4 y 7 dias fueron de 4 pg/ml. E120% de las cepas
de H. pylori fueron resistentes a la claritromicina. En estas
cepas, el crecimiento de H. pylori fue inhibido a una concen-
tracion maxima de rifaximina de 4 pg/ml.

CoNCLUSION: Estos resultados indican que la rifaximina
puede ser iitil en la erradicacion de la infeccion. Este nuevo
antibiotico podria tener una mayor actividad en las cepas
resistentes a la claritromicina y asi ser ttil en las combina-
ciones con este firmaco o en el tratamiento de los fracasos.
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EVALUATION OF HELICOBACTER PYLORI
SUSCEPTIBILITY TO RIFAXIMIN

INTRODUCTION: Helicobacter pylori infection affects more
than half the world’s population. It is a major cause of chro-
nic gastritis and there is a strong association with peptic ul-
ceration and gastric adenocarcinoma. Rifaximin is a new
nonabsorbable broad-spectrum antimicrobial agent that re-
aches high concentrations in the gastrointestinal tract.

Amm: To evaluate the in vitro activity of rifaximin against
H. pylori isolates.

METHODS: Thirty-one H. pylori strains were analyzed by the
agar dilution method. Clarithromycin was used as the con-
trol antibiotic. Staphylococcus aureus and Streptococcus
pneumoniae were used as quality control strains. Plates were
read at days 4 and 7 of incubation. The MIC,, and MIC,, of
each antibiotic were calculated. Strains with a clarithromy-
cin MIC of > 1 pg/ml were considered resistant.

ResuLTs: The MIC;, of clarithromycin at days 4 and 7 was
0.125 pg/ml and the MIC,, at days 4 and 7 ranged from 8 to
16 pg/ml, respectively. The MIC,, of rifaximin at days 4 and
7 ranged from 1 to 2 ug/ml, respectively, and the MIC,, was
4 ug/ml at both days 4 and 7. Twenty percent of H. pylori
strains were resistant to clarithromycin. All clarithromycin-
resistant strains were inhibited at a maximal rifaximin con-
centration of 4 pug/ml.

ConcLusiON: These results indicate that this new antibiotic
may be useful for eradication of H. pylori infection. Because
rifaximin is active against H. pylori strains resistant to cla-
rithromycin, it could be useful in combination with this
drug or in the treatment of therapeutic failure.

INTRODUCCION

El tratamiento de los individuos infectados por Helico-
bacter pylori consiste en la combinacién de 2 antibiéticos
(amoxicilina, metronidazol, claritromicina o tetraciclina)
con un inhibidor de la bomba de protones o sales de bis-
muto'2. Sin embargo, dicho tratamiento no siempre con-
sigue la erradicacion de la infeccidn.
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El fracaso terapéutico se ha relacionado con varios facto-
res, entre ellos la combinacion de farmacos, la duracion
del tratamiento, el periodo de seguimiento y, sobre todo,
la presencia de resistencias bacterianas®*. Asi, la adminis-
tracién conjunta de varios medicamentos puede dar lugar
a un mayor nimero de efectos colaterales y un menor
cumplimiento del tratamiento?.

La resistencia a la claritromicina es la que mas direc-
tamente se asocia al fracaso del tratamiento de erradi-
cacion, y reduce drasticamente su eficacia del 85 al 25%>5.
El uso generalizado de macrélidos para tratar infecciones
respiratorias supone un riesgo adicional de aparicién de
cepas de H. pylori resistentes a la claritromicina, espe-
cialmente en nifios’. En un trabajo publicado por Alarcén
et al® se encontré que el 45% de las cepas aisladas en ni-
flos menores de 8 afios eran resistentes a la claritromicina.
Las resistencias a la tetraciclina y a la amoxicilina son in-
frecuentes®.

Debido a que cada vez se utiliza mds el tratamiento de
erradicacion, aumenta el nimero de pacientes en los que
el tratamiento inicial fracasa y que son portadores de ce-
pas de H. pylori multirresistentes. Dado que el arsenal an-
tibidtico de que se dispone para el tratamiento de la infec-
cién por H. pylori es limitado, serdn necesarios nuevos
antibidticos que permitan el abordaje de estos pacientes.
La rifabutina, un derivado de la rifamicina, se ha utilizado
con éxito en tratamientos de segunda y tercera linea’'?. Di-
cho antibidtico se ha mostrado eficaz y seguro, aunque se
ha descrito algiin caso aislado de toxicidad hematoldgica'>.
La rifaximina es un nuevo antibiético del mismo grupo de
la rifamicina dirigido contra bacterias anaerdbicas gramne-
gativas y grampositivas que alcanza altas concentraciones
en el tracto gastrointestinal, mientras que su absorcién es
minima'4!*. Esto disminuye los efectos sistémicos indesea-
dos, lo cual otorga un mayor rango de seguridad'®. Evalua-
ciones iniciales in vitro sugieren que este antibiético puede
ser de utilidad para el tratamiento de la infeccién por
H. pylori'™". El farmaco también se ha mostrado relativa-
mente Util en 2 ensayos clinicos, aunque, dado que éstos
incluyeron un nimero muy pequefio de pacientes y/o em-
plearon pautas que actualmente consideramos inadecuadas,
resulta dificil interpretar los resultados?*?!.

Un paso previo a la evaluacion clinica de la posible utili-
dad de la rifaximina en el tratamiento de la infeccién por
H. pylori en nuestros pacientes consiste en evaluar su
actividad in vitro. En consecuencia, el objetivo del pre-
sente estudio fue determinar la susceptibilidad in vitro de
H. pylori ala rifaximina.

MATERIAL Y METODOS

Las cepas de H. pylori se aislaron de biopsias géstricas ureasa positivas obte-
nidas de pacientes adultos de ambos sexos, mayores de 18 afios, que no ha-
bian recibido tratamiento de erradicacion previo, a los que se les realizé en-
doscopia. El diagnéstico obtenido mediante dicha técnica fue de ulcus
duodenal en 11 pacientes (36%), duodenitis erosiva en 8 pacientes (26%) y
ulcus géstrico en 1 paciente (3%). La endoscopia fue normal en 11 pacientes.
Las biopsias gdstricas se cultivaron en medio sélido selectivo (placas
Pylori, BioMérieux, Lyon, Francia) e incubadas en atmdsfera microae-
réfila a 37 °C durante una semana. Las cepas de H. pylori se aislaron en
placas de agar sangre (Columbia + 5% sangre de cordero, BioMerieux),
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identificadas por las pruebas de oxidasa, catalasa, ureasa y tincién de
Gram, y congeladas a —80 °C en caldo de cerebro corazén al 10%
de glicerol (vol./vol.) hasta su uso. Antes de utilizarse, 31 cepas de
H. pylori fueron resembradas 2 veces sucesivas en placas de agar sangre
incubadas a 37 °C y en atmésfera microaerdfila durante 72 h como con-
trol de viabilidad y pureza.

Para determinar la sensibilidad antibiética se utilizé el método de dilu-
cién en agar, que es el de referencia recomendado por las normas
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) para
H. pylori**.

Como medio de cultivo se utiliz6 agar Iso-Sensitest (Oxoid) suplemen-
tado con 10% de sangre de caballo. Como antibidtico control se utiliz
claritromicina. Ambos antibiéticos fueron disueltos y diluidos segiin la
normativa de la NCCLS. Las placas contenian diluciones dobles de anti-
bidticos que variaban desde 0,125 a 16 pg/ml. Las placas preparadas se
mantuvieron a 4 °C y se utilizaron en el estudio en un plazo no mayor a
2 semanas. Como cepas controles se utilizaron Staphylococcus aureus 'y
2 cepas de Streptococcus pneumoniae, una sensible y otra resistente a
claritromicina. Como control del proceso, se sembraron placas sin anti-
bidticos, antes y al final del mismo, y al cambiar de antibidtico.

Se prepar6 un inéculo de 10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml, que corresponde a un 3 McFarland para las cepas de H. py-
lori, y otro de 107 UFC/ml, que corresponde a un 0,5 McFarland para
las bacterias controles. El volumen inoculado con el replicador de Steers
fue de 1 pl (10° UFC/gota) para H. pylori, y de 10* UFC/gota para
los controles. Como control del indculo se realizaron diluciones seria-
das que permitian contar entre 10 y 100 colonias. Las placas sembradas
se incubaron en atmésfera microaerdfila (5% O,, 5% CO,, 90% N,) a
37 °C durante 4 dias cuando se realizé la primera lectura y luego se vol-
vieron a incubar hasta completar la semana, momento en que se realiz6
la segunda lectura.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determiné como la
concentracién de antibidtico mds baja que inhibié totalmente el creci-
miento bacteriano, o a la cual se observo una tnica colonia o un débil
halo de crecimiento?. Las CMI se determinaron por duplicado. El punto
de corte para rifaximina no estd definido en la normativa de la
NCCLS?, por lo que se describe las CMI de las distintas cepas sin esta-
blecer el porcentaje de cepas sensibles o resistentes. De acuerdo con las
mismas recomendaciones, las cepas de H. pylori se consideraron resis-
tentes a la claritromicina cuando su CMI fue superior a 1 pg/ml*. Se de-
termind el porcentaje de cepas sensibles y resistentes para la claritromi-
cina y los respectivos indices de confianza.

RESULTADOS

Las CMI de rifaximina y de claritromicina tanto para las
cepas de H. pylori como para las cepas controles a los 4 y
7 dias de lectura se muestran en la tabla I. El rango de
CMI de claritromicina varié desde 0,125 a 16 pg/ml, in-
dependientemente del momento en que se realiz6 la lectu-
ra. Sin embargo, el rango de CMI de la rifaximina varié
desde 0,125 a 8 ug/ml. De las 31 cepas de H. pylori, 6
(20%; intervalo de confianza [IC] del 95%, 9-39%) fue-
ron resistentes a la claritromicina. Todas las cepas resis-
tentes a dicho antibiético inhibieron su crecimiento a una
concentracion de rifaximina igual o inferior a 4 pg/ml. El
50% de dichas cepas resistentes al antibiético control po-
seen una CMI de rifaximina igual o inferior a 1 pg/ml.
Todas las cepas controles, incluso la resistente a la clari-
tromicina, tuvieron una CMI de rifaximina < 0,125 pg/ml.
En la tabla II se muestra la distribucién del niimero de ce-
pas de acuerdo a su CMI para cada antibidtico y para cada
dia de lectura. Veinticuatro de las 31 cepas de H. pylori tu-
vieron una CMI de claritromicina igual o inferior a 0,125
pg/ml. La CMI de claritromicina para cada cepa mostrd
poca variacién, independientemente del momento de la
lectura. Sin embargo, cuando se trataba de la rifaximina,
la lectura vari6 ligeramente en funcién de si se lefa a los
4 o alos 7 dias. Es de destacar que ninguna cepa de H. py-
lori creci6 a una concentracion de 16 pg/ml de rifaximina.
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Los resultados del estudio para los 2 antibidticos en fun-
cién de la CML,, y la CMI,, a los 4 y 7 dias de lectura apa-
recen en la tabla III. Si bien la CMI, de rifaximina fue su-
perior a la de claritromicina, la CMI,, de rifaximina fue
inferior, en comparacién con las obtenidas para la claritro-
micina, que fueron 2 y 4 veces superiores a los 4 y 7 dias
de lectura, respectivamente.

DISCUSION

A pesar de los grandes avances realizados en el conoci-
miento de la infeccién por H. pylori, el arsenal terapéutico
de que disponemos es todavia limitado. Los antibidticos
con utilidad bien establecida para la infeccién son la clari-
tromicina, la amoxicilina, la tetraciclina y los imidazoles,
que habitualmente se asocian con una sal de bismuto y/o
un inhibidor de la bomba de protones?. Otros antibiGticos
de demostrada eficacia, como la furazolidona, no estan dis-
ponibles en nuestro medio. Recientemente, estudios piloto
han mostrado resultados prometedores con moxifloxaci-
n0**?’, con levofloxacino'®??° o con rifabutina® 3.

La rifaximina es un antibiético no absorbible derivado de
la rifamicina que alcanza altas concentraciones intralumi-
nares, minimizando la tasa de efectos secundarios'+*.

El porcentaje de cepas de H. pylori resistentes a la claritro-
micina encontrado en el estudio es alto (20%), pero similar a
los porcentajes de resistencia para este antibiético comunica-
dos en otros estudios*?!. La resistencia varia de afio en afio y
tiende a aumentar; asi, algunos estudios encontraron un au-
mento de la resistencia que pasé del 14 al 28% en 4 afios™.
Respecto de los valores de CMI,, de rifaximina —que os-
cilaron entre 4 y 8 ug/ml—, se corresponden con los obte-
nidos en los estudios previos que evaluaron la susceptibi-
lidad de H. pylori a dicho antibidtico'”'. En el caso de la
rifaximina no se dispone de estudios de correlacién clini-
ca que establezcan un punto de corte estdndar para definir
si una cepa es sensible o resistente al antibiético®. La dis-
tribucién de las CMI de rifaximina presenta un patrén
distinto al de la claritromicina. En este ltimo caso no se
observan valores intermedios de CMI. Se delimita, por
tanto, claramente qué cepas son sensibles a la claritromi-
cina y qué cepas son resistentes. Por el contrario, la rifa-
ximina muestra un gradiente de CMI, siendo el mayor va-
lor de CMI obtenido para la rifaximina de 8 pg/ml, sin
que ninguna cepa alcance los 16 pg/ml. Este antibidtico
se absorbe menos de un 0,01% de las dosis orales®, y la
concentracion intraluminar de rifaximina es muy elevada.
Como consecuencia, la concentracion de dicho antibioti-
co en heces tras la administracién de tabletas de 400 mg
cada 12 h durante 3 dias consecutivos fue superior a los
4.000 pg/gh. Dichas concentraciones son claramente su-
periores a las CMI,, descritas en nuestro estudio. Por ello
es probable que la mayoria de las cepas de H. pylori se
comporten como sensibles in vivo.

En el caso de las cepas resistentes a la claritromicina, la mi-
tad no creci6 a 4 pug/ml de rifaximina y la otra mitad ni si-
quiera a 1 pg/ml, lo cual sugiere que la rifaximina podria ser
efectiva para el tratamiento de pacientes infectados por di-

TABLA 1. Relacion de las CMI de rifaximina y claritromicina
para las cepas evaluadas a los 4 y 7 dias de incubacion

CMI (pg/ml) Claritromicina Rifaximina
Cepas 4 7 42 7
S. aureus 1 1 0,125 0,125
Neumococo sensible 0,125 0,125 0,125 0,125
Neumococo resistente > 16 > 16 0,125 0,125
JFI102 0,125 0,125 4 4
CRMO06 0,125 0,125 0,125 0,125
RBB07 0,125 0,125 0,125 0,125
IMAO08 0,125 0,125 1 1
AMBO09 0,125 0,125 1 1
JCM12 0,125 0,125 0,125 0,250
AAP13 0,125 0,125 0,125 0,125
MGO15 0,125 0,125 1 1
DCS17 8 16 0,125 0,125
MCS20 0,125 0,125 0,250 1
JSM23 0,125 0,125 8 8
CNM27 0,125 0,125 0,125 0,250
RGH28 0,125 0,125 4 4
MGB30 16 16 4 4
JVC31 4 8 4 4
1TB32 0,250 0,250 4 4
MHR33 0,125 0,125 2 2
AGE36 0,125 0,125 0,250 0,250
MCS39 0,125 0,125 2 2
HFP41 0,125 0,125 0,125 0,5
JCC46 0,125 0,125 4 8
103958 0,125 0,125 0,125 0,125
103959 0,125 0,125 0,125 0,125
103960 0,125 0,125 2 2
103961 0,125 0,125 1 1
105311 16 16 4 4
106156 0,125 0,125 0,5 1
106157 0,125 0,125 0,125 0,125
107763 16 16 0,5 1
9815575 0,125 0,125 1 1
9914671 16 16 1 4

“Dias a los que se realizé la lectura.

TABLA I1. Distribucion del numero de cepas de acuerdo a su
CMI para cada antibiético y para cada dia de lectura

Claritromicina Rifaximina

CMI (ug/ml)

42 78 42 78
0,125 24 24 10 7
0,250 1 1 1 3
0,5 - - 2 1
1 - - 6 8
2 - - 3 3
4 1 - 8 7
8 1 1 1 2
16 4 5 — -
Total de cepas 31 31 31 31

“Dias a los que se realizé la lectura.

TABLA III. Resultados del estudio para los 2 antibiéticos en
funcién de la CMI, y la CMIy, a los 4 y 7 dias de lectura

Antibidtico Dia de lectura CMIy, (ug/ml) CMI,, (ug/ml)
Rifaximina 4 1 4

7 2 4
Claritromicina 4 0,125 8

7 0,125 16

chas cepas. Estos hallazgos deben interpretarse con extrema
precaucidn. Serd necesario confirmar in vivo la eficacia de la
rifaximina para el tratamiento de pacientes infectados por
cepas de H. pylori resistentes a la claritromicina.
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Generalmente se acepta que el tiempo maximo de lectura
de CMI no deberia exceder los 4 dias de incubacién®. En
el caso del presente estudio se prolong6 el tiempo de incu-
bacidn para descartar que el crecimiento lento de H. pylori
pudiera generar valores erréneamente bajos de CMI. De
las 31 cepas de H. pylori, 8 tuvieron una lectura de CMI a
los 7 dias superior a la realizada a los 4 dias. De éstas, 5
tuvieron una CMI superior en una sola dilucién —explica-
ble como variabilidad normal de la técnica*-, y sélo 3 tu-
vieron una CMI superior en 2 diluciones. A pesar de la
prolongacién del tiempo de incubacidén, ninguna cepa cre-
ci6 a la concentracién maxima testada.

En conclusién, los resultados del presente estudio mues-
tran que la rifaximina presenta una adecuada actividad
antibacteriana in vitro frente a H. pylori, incluyendo las
cepas resistentes a la claritromicina. Serd necesario con-
firmar estos datos in vivo en posteriores estudios.
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