( TRABAJOS ORIGINALES )

Resistencia primaria a metronidazol en
aislamientos de Helicobacter pylori en
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RESUMEN

Objetivo. Determinacion de la susceptibilidad a metroni-
dazol en aislamientos de Helicobacter pylori obtenidos de
pacientes colombianos durante el periodo de abril de 2006
a marzo de 2007.

Materiales y métodos. Se les realizo la prueba de sus-
ceptibilidad a metronidazol por el método de E test a 53
aislamientos de H. pylori obtenidos por cultivo de biopsias
gastricas procedentes de pacientes adultos a quienes se les
practico una endoscopia de vias digestivas altas.

Resultados. Se obtuvieron 53 aislamientos de H. pylori
provenientes de 26 hombres y 27 mujeres. El método de
susceptibilidad antimicrobiana E test demostro que el 72%
de los aislamientos de H. pylori fueron resistentes a metro-
nidazol.

Conclusiones. La resistencia de H. pylori a MTZ en la actua-
lidad continta siendo alta y es comparable a la publicada
hace 10 arios (72% y 84% respectivamente). Por ser mayor
del 40% seria recomendable no utilizar este antimicrobiano
en los esquemas de erradicacion en Colombia.

Palabras clave

SUMMARY

Objective. To determine susceptibility to Metronidazole
when isolates Helicobacter pylori obtained from Colombian
patients during the period April 2006 to March 2007.

Materials and methods. The susceptibility test to
Metronidazole was realized using the E Test Method to 53
isolates of H. pylori obtained through cultures of gastric bi-
opsies, coming from adult patients to whom endoscopies of
upper gastrointestinal tracts were practiced.

Results. Fifty-three isolates of H. pylori were obtained from
26 men and 27 women. The antimicrobial susceptibility E
Test method showed that 72% of the isolates of H. pylori
were resistant to Metronidazole.

Conclusion. Resistance of H. pylori to MTZ currently con-
tinues being high and is comparable to the one published
10 years ago (73% and 84% respectively). For being greater
than 40%, it is recommended not to use this antimicrobial
agent in the Colombian eradication programs.
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INTRODUCCION cdncer gdstrico no cardial (1-5). Asi mismo, estd

etiolégicamente relacionado con linfomas MALT
Helicobacter pylori (H. pylori) es el principal agente

(6), purpura trombocitopénica inmune (7) y ane-
etiolégico de gastritis crénica, tlceras pépticas y

mia ferropénica (8). La erradicacién de la infeccién
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disminuye notablemente el riesgo de recurrencia de
las dlceras pépticas (9-11) y por ello, el tratamiento
estdndar de estas, se realiza con antibidticos dirigidos
a eliminar este microorganismo. Sin embargo, des-
pués de mds de dos décadas de investigar tratamien-
tos para erradicar H. pylori, todavia no se dispone
de un esquema ideal (12, 13). La resistencia a los
antibidticos utilizados en la terapia de erradicacién
del H. pylori es el principal factor que afecta el éxito
del tratamiento (12-15).

El metronidazol (MTZ) y la claritromicina son los
antibidticos mds frecuentemente utilizados en los
esquemas de primera linea (12, 13), pero la resisten-
cia primaria a estos estd aumentando a nivel mundial
(14, 15). La triple terapia atin recomendada consiste
en un medicamento inhibidor de bomba de proto-
nes (IBP) combinado con amoxicilina y con claritro-
micina o metronidazol (12, 13). Sin embargo, por
las altas tasas de resistencia, la eficacia de esta triple
terapia estdndar ha decaido notablemente, siendo de
57-73% con esquemas de siete dias y de 67 a 79%
con esquemas de 10 dias (16). En Colombia, hace
mds de diez anos, se documenté que la resistencia
del H. pylori al MTZ era del 84% (17) y por ello
algunos investigadores optaron por reemplazar este
antibidtico por la furazolidona con tasas de éxito
superiores al 80% (18, 19). En diferentes lugares del
mundo, la prevalencia de la resistencia a MTZ varia
entre el 5% y el 80% (20). Cuando hay resistencia
a los nitroimidazoles, la eficacia del tratamiento dis-
minuye en 25% (13, 21), aunque con resistencias
menores al 40%, al parecer, no se afecta (22). Los
principales mecanismos de resistencia al MTZ resul-
tan de la generacién de diferentes tipos de mutacio-
nes en el gen rdxA el cual codifica una nitroreduc-
tasa que es necesaria para activacion reductiva de un
grupo nitro del metronidazol que lo convierte en su
forma activa, la hidroxilamina, la cual oxida el ADN
bacteriano y por lo tanto la muerte celular (22).
Decidimos realizar el presente estudio con el fin de
determinar cudl es la magnitud de la resistencia al
MTZ en la actualidad, ya que existe gran preocupa-
cién a nivel mundial por el creciente aumento de la
resistencia de H. pylori, tanto a MTZ, como a la cla-
ritromicina (12, 13); en nuestro pafs, recientemente

se ha documentado una resistencia al metronidazol
del 97,6% por Yepes y cols (23), lo cual implica-
ria que este antibidtico no deberia ser utilizado en
esquemas de primera linea (13).

MATERIALES Y METODOS

Pacientes. Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios
a quienes el médico de cuidado primario o los gas-
troenter6logos, les solicitaron endoscopias digestivas
como parte del estudio de molestias digestivas altas
(dispepsia no investigada, reflujo gastroesofdgico).
Los pacientes fueron seleccionados entre abril del
2006 a marzo del 2007. Los procedimientos fueron
realizados en las unidades de endoscopia digestiva
de Clinica Fundadores, Centro Médico Endocentro
Ltda e Idime y firmaron el consentimiento después
de leerlo y habérseles explicado y resuelto las dudas
que tenfan al respecto. Se excluyeron los pacientes
que tuvieran cualesquiera de los siguientes criterios:
haber recibido previamente tratamiento de erradica-
cién de H. pylori, haber recibido tratamientos con
inhibidores de la secrecién de dcido (IBP o antago-
nistas del receptor H2 de la histamina) o antibiéticos
en los doce meses previos a la inclusién del presente
estudio, inmunosuprimidos (VIH/Sida, quimio-
terapia), cdncer, anticoagulados o que no acepta-
ron participar en el estudio. A los pacientes se les
tomaron biopsias para histologfa (dos muestras del
antro y dos muestras del cuerpo), una muestra del
antro para prueba de ureasa rdpida. Dos muestras
adicionales fueron enviadas para cultivo bacteriano,
tomadas del antro a una distancia de dos centime-
tros del piloro, una de la curvatura mayor y la otra
de la curvatura menor.

Cultivo bacteriano. Las biopsias de pacientes con
prueba de ureasa rdpida fueron enviadas al labora-
torio de microbiologfa de la Universidad Nacional
de Colombia. Las biopsias tomadas para cultivo fue-
ron colocadas y transportadas en 0,5 ml de caldo
Brucella. Para el aislamiento de H. pylori se utilizd
un medio de cultivo selectivo, enriquecido con suero
de caballo al 7%, isovitalex (Oxoid) y suplemento
selectivo para H. pylori (Oxoid). Las biopsias fueron
maceradas y sembradas en el medio de cultivo. Las

Resistencia primaria a metronidazol en aislamientos de Helicobacter pylori en pacientes adultos de Bogota, Colombia @



o/

( Trabajos originales

cajas se incubaron en condiciones microaerofilicas
(O, 5%, CO, 10%, N, 85%) durante 3 a 10 dias a
37°C. El H. pylori fue identificado por la morfologia
de las colonias, tincién de Gram, la produccién de
ureasa, oxidasa y catalasa. Los aislamientos se alma-
cenaron en crioviales con caldo Brucella conteniendo

glicerol al 20% v/v a -70°C (24, 25).

Prueba de susceptibilidad. Para la determinacién de la
susceptibilidad de H. pylori a MTZ se utiliz6 la téc-
nica de epsilémetro o E test (26). El protocolo para
los aislamientos y posteriores subcultivos se hicieron
de acuerdo a las técnicas recomendadas. Los aisla-
mientos de H. pylori fueron subcultivados en medio
no selectivo (sin antibidticos), luego de 3 a 4 dias de
incubacién, se tomé el crecimiento y se preparé una
suspensién en caldo Brucella ajustada a tubo N° 3
de la escala de McFarland (aprox 1X10® UFC/ml),
esta suspensién se sembré en agar Muller Hinton
(Oxoid) suplementado con 7% de suero de caballo e
isovitalex. Luego se colocd la tira de E test con MTZ
(E-Test; AB Biodisk, Solna, Sweden) y se incubé
bajo condiciones de microaerofilia anteriormente
descritas. inhibitoria minima
(CIM) fue interpretada como la concentracién mds
baja de antimicrobiano que inhibfa el crecimiento
bacteriano después de tres a cinco dias de incuba-
cién. Los aislamientos de H. pylori fueron considera-
dos como resistentes al MTZ con una MIC > 8 ug/
ml y sensibles con una MIC < 8. Como control se
utilizé la cepa NCTC 11637 (National Colletion of
Type Cultures, London) (24, 25-28).

La concentracién

Andlisis estadistico. Los datos se digitaron en Excel
2003 y los cdlculos se hicieron en el paquete estadis-
tico Stata 9.0. Las variables categdricas nominales u
ordinales, se describieron en porcentajes y frecuencias.
Las variables numéricas, se expresaron con medidas de
tendencia central y medidas de dispersion (desviacién
estdndar). Las pruebas estadisticas, se evaluaron con

un grado de significancia del 5% (p<0,05).
RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 76 pacientes. Todos fue-
ron positivos para H. pylori por la prueba de la ureasa
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rdpida e histologfa. Se obtuvieron 53 aislamientos
de H. pylori de los 76 pacientes con un porcentaje
de recuperacién de la bacteria del 69,7%. Los ais-
lamientos obtenidos se procesaron para pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana para MTZ por la
técnica E test.

Los 53 aislamientos de H. pylori se obtuvieron de 26
hombres y 27 mujeres. Con un rango de edad entre
18 y 81 afos y un promedio de edad de 43,7 afos.
El promedio de edad para los hombres fue de 41
aflos y para las mujeres de 47 afios. La prevalencia de
la resistencia primaria al MTZ fue del 72% (38 de
53 aislamientos). Se encontraron mds aislamientos
resistentes a MTZ en las mujeres (57,8%) compa-
rado con los hombres (42,2%), p <0,05 (tabla 1).

Tabla 1. Prucba de susceptibilidad antimicrobiana para MTZ en
aislamientos de H. pylori.

Aislamientos No.
sensibles aislamientos
(%) n=15

Aislamientos

resistentes
(o/o) n=38

Hombres 16 (42,2%) 10 (66,7) 26
Mujeres 22 (57,8%) 5 (33,3) 27
Total 38 (72%) 15 (28%) 53

Los valores de concentracién inhibitoria minima
(MIC) de los 53 aislamientos probados para MTZ
se muestran en la figura 1. La mayoria de los aisla-
mientos presentaron un MIC mayor a 256 ug/ml
(62,26%). Se considera un aislado de H. pylori resis-
tente cuando el MIC es > a 8 ug/ml.

MIC para Metronidazol
Sensibles Resistentes
£
w
g 30
g =
E 0
w
= 15
L
-] 5
= I =
0 =
o & ~ 2 = @ & 3 o
&D@‘ Q;» oF R o LY o «""’Q
Concenftracién del antibiético (ug/ml)

Figura 1. Distribucién de las concentraciones inhibitorias minimas
(MICs) para MTZ en aislamientos de H. pylori.



DISCUSION

El presente estudio demuestra una prevalencia de
resistencia a metronidazol del 72%, la cual estd por
encima del 40% informada en Europa y Estados
Unidos (22) y similar a la encontrada en otros paises
en vias de desarrollo en los cuales oscila entre 50 y
80% (22), aunque en Egipto se ha encontrado que es
del 100% (29). La prevalencia de resistencia encon-
trada en este trabajo es comparable al 84% encon-
trada en la década pasada (17); la diferencia even-
tualmente pudiera estar influida por la metodologia
de los estudios. Es importante destacar que mds del
60% de los aislamientos presentaron un alto nivel
de resistencia (MIC mayor a 256 ug/ml) y hubo mds
cepas resistentes en las mujeres que en los hombres,
posiblemente debido al uso previo de este antimi-
crobiano en las mujeres como parte del tratamiento
para infecciones ginecoldgicas. Si bien la resistencia
de H. pylori a MTZ in vitro puede no reflejar con
exactitud la susceptibilidad in vivo, el impacto de
la resistencia ha sido demostrado con prevalencias
mayores a 40% (13), por lo cual una recomendacién
serfa no utilizar este antimicrobiano cuando en una
regién exista este grado de resistencia.

El método utilizado en el presente estudio para
determinar la susceptibilidad de H. pylori al MTZ
fue el E-test, que segin algunos autores puede sobre-
estimar la resistencia a este antibidtico debido a la
presencia de niveles intermedios de MIC, por lo
cual la dilucién en agar es el método recomendado
como “gold standard” por el Instituto de Estdndares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI) para determinar
susceptibilidad de H. pylori al MTZ y otros antimi-
crobianos (30). Sin embargo, recientemente se ha
encontrado que H. pylori tiene un amplio rango de
MIC al ser expuesto a metronidazol, independien-
temente del método utilizado, diferente a lo que
ocurre con claritromicina y amoxicilina (31, 32). La
amplitud del MIC sugiere que puede haber mds de
un sitio de accién del MTZ o que hay varias enzi-
mas intracelulares que reducen MTZ (33). Ademds,
ambos métodos presentan variabilidad inter e intra-
test y por lo tanto ninguno de los dos es totalmente
exacto probablemente por el efecto que sobre ambos

métodos tienen las manipulaciones medioambienta-
les utilizadas para evaluar la resistencia de H. pylori
al MTZ (33) y con cualquier método utilizado las
discrepancias son del 10 al 20% (22).

Cuando el antibidtico es claritromicina o amoxici-
lina el E-test da resultados comparables al método
de dilucién en agar (21, 34, 35).

Las dificultades de las diferentes pruebas para deter-
minar con exactitud la susceptibilidad de H. pylori a
MTZ, tienen relacién con las exigentes condiciones
del microorganismo para su crecimiento, con atmds-
feras microerofilicas que, tedricamente, no permiten
adecuado potencial reductor, que admita una com-

pleta activacién de MTZ (23, 36).

Recientemente se demostrd, que cuando se sigue un
protocolo adecuadamente estandarizado, con base en
las gufas del CLSI se puede identificar correctamente
la resistencia de H. pylori a MTZ en 93% de los casos
(37, 38). Si bien estd establecido que entre el método
de E-test y el de dilucién en agar hay discrepancias
con respecto a la resistencia de MTZ, con una sobre-
valoracién del E-test, de por lo menos el 13,3% (32),
en cuyo caso la resistencia encontrada por nosotros,
eventualmente podria ser 13,3% menor a la encon-
trada y aun asf serfa una alta prevalencia de resisten-
cia al MTZ. Ademds, se ha encontrado que la simple
manipulacién de las condiciones medioambientales
utilizadas para evaluar la resistencia de H. pylori al
MTZ tienen efectos importantes sobre el resultado de
cualquiera de las pruebas (E-test y dilucién en agar)
(33). Y por lo tanto, ambos métodos tienen dificulta-
des en la exactitud para la determinacién de la resis-
tencia al MTZ (32, 33). Sin embargo, si la determi-
nacién de la resistencia se realiza por el método E-test
y existen dudas, sus resultados deberfan confirmarse
por dilucién en agar.

Dada la alta tasa de resistencia encontrada, consi-
deramos que los resultados del presente estudio
sugieren que el MTZ no deberfa ser incluido en las
terapias de erradicacién de H. pylori ya que la pre-
valencia de la resistencia estd por encima del 40% y
ello puede afectar negativamente la eficacia del tra-
tamiento (13).
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CONCLUSIONES

La prevalencia de la resistencia de H. pylori a MTZ
en Colombia continda siendo alta y no ha cambiado
en la dltima década. Se recomienda no utilizar esta
antimicrobiano con la intencién de erradicar el H.

pylori.
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