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Resumen Se evalu6 la sensibilidad a los antimicrobianos de 30 aislamientos de
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Helicobacter pylori aislados de biopsias gastricas mediante los métodos de difusion por discos y
tiras de E-test. Los antimicrobianos evaluados fueron amoxicilina, claritromicina, metronidazol
y ciprofloxacina. No se encontraron cepas resistentes a amoxicilina, el 17% (5/30) fueron
resistentes a claritromicina, el 20% (6/30) a ciprofloxacina por ambos métodos, y el 37% (11/30)
a metronidazol por E-test. Si bien el nUmero de cepas estudiadas fue reducido, hubo una sola
discrepancia en la interpretacion de la sensibilidad cuando se compararon ambos métodos: el
metronidazol fue categorizado como sensible por E-test e intermedio por el método de difusion
por discos. No pudo determinarse una asociacion estadisticamente significativa entre el tipo de
lesion histologica y el patron de resistencia encontrado.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Antimicrobial susceptibility of Helicobacter pylori strains isolated from gastric lesions

Abstract Antimicrobial susceptibility was evaluated by two diffusion methods: E-test strips to
determine minimum inhibitory concentration (MIC) and disk diffusion for amoxicillin, clarith-
romycin, metronidazole and ciprofloxacin in 30 Helicobacter pylori strains isolated from gastric
biopsies. No strains were resistant to amoxicillin, 17% (5/30) were resistant to clarithromycin,
20% (6/30) ciprofloxacin by both methods, and 37% (11/30) to metronidazole by the E-test.
Although the number of strains studied was reduced, there was a single mismatch in interpre-
ting susceptibility when both methods were compared; the same mismatch was observed for
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metronidazole, being categorized as sensitive by the E-test and as intermediate by disk diffu-
sion. No association between the histological type of lesion and the resistance pattern found

could be determined.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo, curvado,
microaerdfilo, con una importante movilidad debido a sus
flagelos polares. El hombre es su reservorio natural, en
él coloniza la cavidad gastrica, dentro del moco en con-
tacto con el epitelio, y causa infecciones que contribuyen
al desarrollo de diversas enfermedades gastroduodenales,
entre ellas Ulceras, gastritis atroficas, linfoma de tejido lin-
foide asociado a mucosa y adenocarcinoma. Es probable su
asociacion a otras manifestaciones cardiovasculares, derma-
toldgicas y hematoldgicas. Los individuos infectados tienen
de 2 a 6 veces mas riesgo de desarrollar cancer gastrico y
linfoma comparados con sus contrapartes no infectados’. La
prevalencia de infeccion en la poblacion adulta en América
Latina oscila entre el 72 y el 90%’.

La eliminacion de H. pylori mejora la evolucion de la
patologia gastrica y previene las recurrencias y otras com-
plicaciones. La efectividad de la erradicacion en relacién
con el tratamiento estandar, basado en una triple terapia
que incluye inhibidores de la bomba de protones (IBP), amo-
xicilina y claritromicina', ha disminuido en un 30% en los
Gltimos anos; esto podria corresponder, segun Hunt et al.’,
al incremento de la resistencia a claritromicina y a una baja
adherencia al tratamiento.

La realizacion del cultivo y antibiograma antes de ini-
ciar un tratamiento de erradicacion no es un procedimiento
costo-efectivo y no se utiliza de forma rutinaria, por lo que
la seleccion del esquema terapéutico se basa en recomen-
daciones internacionales. El conocimiento de los patrones
locales de sensibilidad puede ser una herramienta valiosa
para indicar los esquemas mas apropiados en cada poblacion
en particular.

El Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) reco-
mienda el método de dilucion en agar para realizar las prue-
bas de sensibilidad; este es (til para un nimero elevado de
cepas, pero laborioso para ser implementado como método
rutinario. Dos métodos alternativos han sido reportados: el
método de difusion por discos de Kirby Bauer y el test epsi-
lométrico conocido como E-test, este Ultimo avalado por la
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC)?.

Los objetivos de nuestro estudio fueron determinar los
patrones de sensibilidad de H. pylori aislados de muestras
gastricas en nuestro medio y establecer si existe asociacion
entre la resistencia a los antimicrobianos y el tipo de lesion
histoldgica encontrada.

Se realizé un trabajo observacional transversal y analitico
en los servicios de Microbiologia y Gastroenterologia de la
Clinica Universitaria Reina Fabiola (Cordoba, Argentina). Se
analizaron consecutivamente las biopsias gastricas de 378

pacientes mayores de 15 afos a los que se les realizo una
endoscopia digestiva alta con fines diagnosticos, durante el
periodo comprendido entre julio del 2013 y diciembre del
2015.

Debido a la distribucion en parches que tiene este micro-
organismo, de cada paciente se tomaron 3 biopsias gastricas,
2 del antro y una del cuerpo, para efectuar el diagndstico
anatomopatologico basado en la clasificacion del Sistema
Sydney* y el microbiologico.

Para el procesamiento de las biopsias gastricas, las mues-
tras fueron conservadas a 4°C en medio de transporte de
Cary Blair hasta su procesamiento, en un lapso no mayor de
2 h. Se realizo examen directo por coloracion de Giemsa
para visualizar los microorganismos con una morfologia
caracteristica, esto es, bacilos con formas curvas, rectas o
espiraladas presentes en los acimulos de células gastricas.

Para el cultivo se utilizd medio selectivo agar Colum-
bia suplementado con sangre de carnero al 5-10%, carbon
al 4%, hemina al 0,2% y suplemento antibidtico V.C.N.T.
con solvente Britania®, REF B0360521 (concentraciones fina-
les: vancomicina, 3 pg/ml; colistina, 7,5 ug/ml; nistatina,
12,5 U/ml; trimetoprima, 0,5 ug/ml). Se incubaron en jarra
con sobres generadores de atmosfera microaerdfila GEN-
box microaer (BioMérieux®, REF 96125) a 35-37°C durante
7 dias. Se realizaron lecturas de los cultivos a partir de las
48 h. Se consideraron compatibles con H. pylori las colo-
nias pequenas, de 1-2mm de diametro, puntiformes, no
hemoliticas y translicidas. La identificacion se llevé a cabo
mediante la morfologia de la colonia, tincion de Gram y la
positividad de las pruebas de catalasa, oxidasa y ureasa.

Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos se rea-
lizaron por las técnicas de difusion por discos y tiras de
E-test. Se realizd un indculo a partir del cultivo puro, con
una densidad bacteriana de 3 en la escala de McFarland
(aproximadamente 9 x 108 UFC/mLl), se sembrd en Mueller
Hinton agar suplementado con 5-10% de sangre de carnero.
Se ensayaron los siguientes antimicrobianos: claritromicina
(15 ng), metronidazol (5 ng), amoxicilina (10 pg) y ciproflo-
xacina (1 pg) con el método de difusion por discos y por el
método de E-test. Las placas fueron incubadas en atmos-
fera microaerofila a 35°C durante 72 h. Para la técnica de
difusion por discos, se empled una placa para cada antimi-
crobiano debido al gran tamano de los halos de inhibicion.
Para la interpretacion de los resultados de la CIM por E-test
se utilizaron los puntos de corte propuestos por la BSAC,
version 2013: para amoxicilina, sensibles < 0,12 ug/ml
y resistentes > 0,12 ug/ml; para claritromicina, sensibles
< 0,25 pg/ml y resistentes > 0,5 wg/ml; para metronidazol,
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sensibles < 4 png/mly resistentes > 4 ug/ml, y para ciproflo-
xacina, sensibles < 1 ug/mly resistentes > 2 ng/ml?.

Los puntos de corte para interpretar los resultados obte-
nidos con la técnica de difusion por discos se tomaron de
la bibliografia. Para amoxicilina, los aislamientos se con-
sideraron sensibles en presencia de diametros > 25mm vy
resistentes si aquellos fueron < 25 mm; para claritromicina,
se categorizaron como sensibles los diametros > 21 mm vy
como resistentes los < 21 mm; para metronidazol, se consi-
deraron sensibles los > 21 mm, de sensibilidad intermedias
los de 16-21 mm y resistentes los < 16 mm, y para ciproflo-
xacina, los > 20 mm se consideraron sensibles y los < 20 mm
resistentes’?.

Los resultados se expresaron con estadistica descrip-
tiva: media (desviacion estandar) para variables continuas
y N (porcentaje) para variables cualitativas. Para evaluar la
posible asociacion entre la resistencia a los antimicrobianos
con respecto al tipo de lesion histoldgica se utilizo el test
de chi-cuadrado con test de Fisher. Se consider6 como sig-
nificativo un valor de p < 0,05. Los analisis se realizaron
utilizando el paquete estadistico IBM SPSS statistics 22.

De un total de 378 pacientes estudiados, el 42% fue-
ron hombres. Los pacientes con aislamiento exitoso tenian
una media de edad de 44,37 (DE: 11,57) anos. Del total de
378 biopsias gastricas analizadas, obtuvimos recuperacion
de H. pylori mediante técnicas culturales en 112 (29,6%).
El hallazgo mas frecuente en la videoendoscopia alta de
los pacientes con cultivos positivos correspondio a lesio-
nes gastricas del tipo folicular: 77/112 (69%). Estos datos
se muestran en la tabla 1.

Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos se prac-
ticaron solo con 30 aislamientos de H. pylori debido a la
pérdida de viabilidad de algunas cepas recuperadas.

Los resultados obtenidos con el método de difusion por
discos se compararon con los que arrojo el E-test. No se
encontraron cepas resistentes a amoxicilina; el 17% (5/30)
fueron resistentes a claritromicina y el 20% (6/30) a cipro-
floxacina por ambos métodos; mientras que el 37% (11/30)
presenté resistencia a metronidazol por E-test. Se observo
solo una discrepancia entre ambos métodos: hubo una cepa
con sensibilidad intermedia a metronidazol por el método
de difusion por discos, con un halo de 16 mm, y categori-
zada como sensible por el método E-test, con una CIM de
4pg/ml.

Tabla 2

Tabla1 Lesiones histologicas asociadas a 112 aislamientos
de H. pylori

N.° de cultivos
positivos (%)

Hallazgo anatomopatologico

77 (69) Lesion folicular

42 (38) Gastritis cronica activa

14 (13) Gastritis cronica atrofica

26 (23) Gastritis erosiva

7 (6) Gastritis cronica
superficial quiescente

0 (0) Gastritis degenerativa

En cuanto a la relacion entre la lesion histologica docu-
mentada y la resistencia a los antimicrobianos, se observo
que los aislamientos resistentes al metronidazol se recupe-
raron de lesiones foliculares, mientras que la resistencia
a claritromicina fue mas frecuente entre los aislamientos
recuperados de gastritis erosivas. Dos aislamientos con resis-
tencia a metronidazol y a claritromicina se encontraron en
lesion folicular, y el Unico aislamiento que presento resis-
tencia a 3 antimicrobianos simultaneamente (metronidazol,
ciprofloxacina y claritromicina) estuvo presente en una gas-
tritis cronica activa y en una lesion folicular. Sin embargo,
no se encontrd una asociacion estadisticamente significa-
tiva entre el tipo de lesion y el perfil de resistencia a los
antimicrobianos. Estos datos se muestran en la tabla 2.

En nuestra serie, todas las cepas fueron sensibles a la
amoxicilina; este dato coincide con los de otros trabajos>'",
si bien Kim et al.’. observaron una resistencia a este farmaco
del 12,3%. La amoxicilina presenta una elevada eficacia
frente a la erradicacion de H. pylori como terapia de primera
linea, dentro del esquema de triple terapia.

Los macrolidos son considerados antibidticos con buena
actividad in vitro frente a H. pylori. La resistencia reportada
en la mayoria de los paises europeos frente a la clari-
tromicina ronda el 2-5%'""3 y en la actualidad se observa
un aumento de estos valores, especialmente en los paises
desarrollados®'>. En poblaciones con resistencia menor del
20%, la terapia triple se administra 2 veces al dia®'*. En
nuestro estudio encontramos una resistencia del 17%, lo que

Relacion entre la lesion histologica y el perfil de resistencia antimicrobiana de H. pylori

Antimicrobiano

Tipo de lesion gastrica

GCSQ* GCAT® GCACT? FL? GDE? GE?

Metronidazol 1 - 3 5 - 2
Ciprofloxacina - 1 2 - 2
Claritromicina = = = 1 = 2
Amoxicilina - - - - - -
Metronidazol-claritromicina - - 1 2 - 1
Ciprofloxacina-claritromicina - - - - - -
Ciprofloxacina-metronidazol - - - 2 -

Metronidazol-ciprofloxacina- claritromicina - - 1 1 - -

GCSQ: gastritis cronica quiescente superficial; GCAT: gastritis cronica atrofica; GCACT: gastritis cronica activa superficial; FL: lesion

follicular; GDE: gastritis degenerative; GE: gastritis erosiva.
@ Los valores de p obtenidos no fueron significativos.
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Tabla 3 Sensibilidad antimicrobiana de H. pylori por el método de E-test (mg/l)
Antimicrobiano ClMsg ClMgg Rango Resistencia (%)
Amoxicilina < 0,016 0,032 <0,016-0,032 0
Claritromicina < 0,016 4 < 0,016->256 17
Metronidazol 0,25 256 < 0,016->256 37
Ciprofloxacina < 0,016 32 <0,016-32 20

validaria su uso como terapia de primera linea junto a la Agradecimientos

amoxicilina y los IBP.

Las fluoroquinolonas se consideran terapia de segunda
linea o tratamiento de rescate y han sido evaluadas para
su posible empleo como tratamiento primario en adultos.
En la literatura se han informado tasas de resistencia de
hasta un 35% frente a la levofloxacina®2. En este trabajo, la
resistencia fue del 20%.

Una terapia triple alternativa incluye un IBP administrado
con claritromicina y metronidazol en poblaciones con una
resistencia a este Gltimo farmaco menor del 40%¢. El valor de
37% de resistencia observado en nuestra serie es comparable
con los valores descriptos por otros autores, que expresan
tasas de resistencias de 30-40%"1%:13,

Los resultados de CIMsg, CIMyg y el rango para los distintos
antimicrobianos ensayados se detallan en la tabla 3.

En conclusion, consideramos que todas las cepas estu-
diadas de H. pylori presentaron valores aceptables de
sensibilidad a la amoxicilina y claritromicina, comparables
con los que informan estudios realizados en otros paises.
Estos resultados apoyan la utilidad de la triple terapia para
la erradicacion de esta bacteria en nuestro medio. Por el
contrario, no pudimos determinar una asociacion entre el
patron de resistencia a los antimicrobianos y el tipo de lesion
histoldgica; esto ultimo podria deberse al reducido tamario
muestral.

Consideramos que los estudios de sensibilidad deberian
ser efectuados en cada region en particular debido a la varia-
cion geografica y al aumento de resistencia en los Ultimos
anos.
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