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Resumen

Introduccion: el Helicobacter pylori se asocia con patologias gastrointestinales, el incremento en la resis-
tencia a los antibiéticos utilizados para su erradicacién es alarmante a nivel mundial. En este estudio se
determind la susceptibilidad a 5 antibioticos utilizados en la terapia de erradicacion de H. pylori aislado de una
poblacion adulta con dispepsia recurrente en Quito, Ecuador. Materiales y métodos: previa aceptacion del
consentimiento informado, se tomaron biopsias de cuerpo y fondo géstrico de 210 pacientes con dispepsia
y mediante cultivo se recuperaron los aislados de H. pylori identificado mediante pruebas bioquimicas. La
susceptibilidad al metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina y levofloxacina se realizd por con-
centracion minima inhibitoria (CMI). Todos los cultivos se correlacionaron con el estudio histopatoldgico.
Resultados: se recuperaron 89 aislados de H. pylori. Se obtuvo un kappa de 0,9 entre el cultivo y el estudio
histopatoldgico. El porcentaje de cepas con resistencia antibittica fue: metronidazol (63%), claritromicina
(66%), amoxicilina (43%), tetraciclina (36%) y levofloxacina (54%). Conclusion: estos hallazgos demuestran
la alta resistencia a los antibioticos usados para la erradicacion de H. pylori, varios factores como el consumo
indiscriminado de antibiéticos, terapia previa, entre otros podrian estar involucrados.
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Abstract

Introduction: Worldwide, helicobacter pylori is associated with gastrointestinal pathologies, but increasing
resistance to antibiotics used for its eradication is causing alarm. This study determined susceptibility of H.
pylori to five antibiotics used in eradication therapy in an adult population with recurrent dyspepsia in Quito,
Ecuador. Materials and methods: After patients provided informed consent, biopsies were taken from the
gastric corpus and fundus of 210 patients with dyspepsia. H. pylori isolates identified by biochemical tests
were recovered from cultures of biopsy samples. Minimal inhibitory concentrations (MIC) of metronidazole,
clarithromycin, amoxicillin, tetracycline and levofloxacin were tested to indicate susceptibility. All cultures were
correlated with the histopathological study. Results: H. pylori isolates were recovered from 89 cultures. A
kappa of 0.9 was obtained between the culture and the histopathological study. The percentage of strains with
antibiotic resistance were 63% for metronidazole, 66% for clarithromycin, 43% for amoxicillin, 36% for tetra-
cycline and 54% for levofloxacin. Conclusion: These findings demonstrate high levels of resistance to the
antibiotics used for eradication of H. pylori. Several factors including indiscriminate consumption of antibiotics
and previous therapy may be involved.
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INTRODUCCION

El Helicobacter pylori es una bacteria bacilar gramnegativa
que habita en la mucosa géstrica, se asocia con enferme-
dades gastrointestinales inflamatorias como tlcera pép-
tica, gastritis cronica y neopldsicas como los linfomas tipo
MALT (tejido linfoide asociado a mucosas) donde la pro-
duccién de citotoxinas como la asociada al gen A (cagA) y
la vacuolizante (vacA) han sido asociados (1, 2). H. pylori
se adquiere durante la nifiez, permanece de forma asinto-
matica durante muchos afos y el contacto cercano es un
factor de riesgo (3, 4). Estudios de prevalencia han demos-
trado que la presencia de H. pylori en personas adultas en
paises en vias de desarrollo supera el 70% (5), mientras que
en paises desarrollados oscila entre el 24% y el 42% (6).

La terapia de erradicacién de H. pylori basada en anti-
bidticos asociados con un inhibidor de bomba de protones
alcanza hasta un 80% de efectividad; sin embargo, existe un
porcentaje de fallo terapéutico debido principalmente por
resistencia a los antibiéticos (7), la utilizacién del cultivo
y el antibiograma para el desarrollo de guias terapéuticas
con base en datos de resistencia bacteriana locales son una
estrategia adecuada (7, 8).

El estudio pretende determinar la prevalencia de la
resistencia antibidtica en aislados clinicos de H. pylori de
pacientes mayores de 18 aflos con dispepsia recurrente.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes

El estudio se llevé acabo en 2 hospitales pablicos de espe-
cialidades (aproximadamente 400 camas cada uno) de la
ciudad de Quito, Ecuador, en un periodo de 6 meses, se
seleccionaron a los pacientes mayores de 18 anos con sin-
tomas de dispepsia recurrente, que han aceptado ingresar al
estudio mediante la firma del consentimiento informado y
que no hayan tomado tratamiento antibidtico por lo menos
S dias antes de la endoscopia digestiva alta (EDA).

Aislamiento e identificacion de H. pylori

Mediante EDA se tomaron 2 biopsias gdstricas, una de
fondo y otra de antro, colocadas en un frasco de tapa rosca
con 1 mL de solucién salina 0,9% estéril y transportadas
durante las 2 primeras horas (9) al laboratorio de la Escuela
de Bioandlisis de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador (PUCE) vy al laboratorio de referencia nacional
de resistencia a los antimicrobianos del Instituto Nacional
de Investigacion en Salud Publica Leopoldo Izquieta Pérez
(INSPI “LIP”) para su control y supervisién. Luego de
maceradas, se estriaron en agar base columbia (Oxoid UK)
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suplementado con sangre de cordero al 7%, vancomicina 10
mg/L, trimetoprima S mg/L, cefsulodina S mg/L y anfote-
ricina B S mg/L (DENT’, Oxoid UK) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante e incubados en atmédsfera microaerd-
fila alcanzando 5% de oxigeno (O,), 10% de diéxido de
carbono (CO,) y 85% de nitrégeno (N,) (CampyGen,
Oxoid UK) a 37 °C por 7 dfas. La identificacion de H. pylori
se realiz6 mediante la observacién morfoldgica de la colo-
nia, la coloracién de Gram (bacilos gramnegativos), reac-
cién positiva para las pruebas de oxidasa, catalasa y ureasa.
Los aislados se almacenaron en infusion cerebro corazén
(BHI) (Oxoid UK) con glicerol al 20% a -70 °C.

Pruebas de susceptibilidad

Para alcanzar una turbidez n.° 3 de la escala de Mc Farland,
a partir de cultivo puro se prepar6 una suspension bacte-
riana en caldo BHI (Oxoid UK) incubando durante 3 dias
en atmosfera microaeréfila (CampyGen, Oxoid UK) a 37
°C (10), posteriormente se inoculé en agar Mueller Hinton
(Oxoid UK) suplementado con 7% de sangre de cordero.
Se utilizaron tirillas en gradiente de concentracién minima
inhibitoria (CMI) para: amoxicilina, metronidazol, tetra-
ciclina, levofloxacina y claritromicina (Liofilchem, Italia),
incubando durante S dias en ambiente microaerofilico
(CampyGen), Oxoid UK). Los puntos de corte para la clari-
tromicina se tomaron del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), mientras que para el resto de antibiéticos
se tomaron los puntos de corte epidemiolégicos (epidemio-
logical cutoff value [ECV]) del European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) vigentes.
Para el control de calidad se utilizé H. pylori ATCC 43504.

Aspectos éticos

Previo al estudio, todos los pacientes firmaron el consenti-
miento informado, indicando los procedimientos que iban a
ser realizados con las muestras, los posibles riesgos y benefi-
cios de su participacion en la investigacion. El trabajo fue apro-
bado por el Comité de Bioética de cada hospital y de la PUCE.

RESULTADOS

De las 210 personas involucradas en el estudio, 143 presen-
taron cierto grado de inflamacién gdstrica y 2 personas con
adenocarcinoma. Se aislaron en total 89 (42,4%) cepas de
H. pylori, de las cuales 87 estuvieron asociadas con pato-
logfa gastrica por histopatologia (Tabla 1); 4 cepas no
pudieron ser recuperadas para las pruebas de susceptibili-
dad para: metronidazol, levofloxacina, amoxicilina y tetra-
ciclina, mientras que para la claritromicina se investigaron
78 aislados (Figuras 1y 2).
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Tabla 1. Resultados del estudio citoldgico de las biopsias géstricas y numero de aislados de H. pylori recuperados

Caracteristicas histologicas de la mucosa gastrica Cantidad de pacientes (%) Cantidad de aislados de H. pylori recuperados

Gastritis cronica no atréfica 60 (28,6) 15
Gastritis cronica con metaplasia intestinal 28 (12,3) 15
Gastritis cronica folicular 23 (11) 23
Gastritis cronica difusa 20 (9,5) 20
Gastritis cronica erosiva 8(8,8) 8
Gastritis cronica atréfica 4(1,9)

Adenocarcinoma 2(1) 2
Negativo 65 (26,9) 2
Total 210 89

El mayor nimero de cepas que presentaron CMI supe-  DISCUSION
riores a los valores de referencia fueron para metronidazol
y claritromicina, mientras que el andlisis de asociacién  H. pylori se asocia con procesos inflamatorios en la mucosa
de antibidticos para los distintos esquemas terapéuticos  gastrointestinal, su prevalencia es alrededor del 70% al 80%

demostr6 que el 32% de los aislados fue resistente ala com-  a nivel mundial, especialmente en paises en vias de desarro-

binacién amoxicilina/claritromicina y un 42% a la claritro-  1lo (S). En nuestro estudio se aislé H. pylori en 89 pacientes

micina/metronidazol (Tabla 2). (42,4%), solo 2 aislados no se asociaron con inflamacién
18

Distribucion de CMI para claritromicina

0,094
0,125
025
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05
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192
256

0,023
0,032
0,064

Figura 1. CMI para claritromicina en 78 cepas de H. pylori. Las lineas entrecortadas representan puntos de corte segin CLSI2017.
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Distribucion de CMI para amoxicilina

<0,125
0,25
0,38
0,5

128
256

Figura 2. Concentracién minima inhibitoria (CMI) para amoxicilina en 83 cepas de H. pylori. Las lineas entrecortadas representan puntos de corte

epidemioldgico segin EUCAST 2017.

gastrica, y la prevalencia fue mds baja que la reportada en
otros estudios. Factores como la dificultad de aislar H.
pylori por medio del cultivo, sitio y calidad de la biopsia gas-
trica, transporte y condiciones de incubacién (11), entre
otros pudieron influir en los resultados. En nuestro estudio
se seleccionaron las biopsias obtenidas del fondo y antro
gastrico como se recomienda (12), mientras que el cultivo
se realizd dentro de las 2 horas para evitar la pérdida de la
viabilidad de las cepas.

Tanto la resistencia “primaria” asociada con el uso de
antibidticos para el tratamiento de infecciones causadas
por patogenos distintos a H. pylori, como la resistencia
“secundaria” causada por un tratamiento previo con el fin
de erradicar H. pylori influyen en su erradicacién (13-15).
El CLSI establece puntos de corte clinicos para la clari-
tromicina, pero no lo hace para amoxicilina, tetraciclina,
metronidazol y levofloxacina. Se ha observado una varia-
cién entre estudios epidemioldgicos en cuanto a los valo-
res utilizados como puntos de corte, en nuestro estudio se
tomaron los puntos de corte epidemiolégicos dados por
EUCAST y usados en la mayor parte de paises de Europa;
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no obstante, se toma en cuenta que los aislados considera-
dos como resistentes pueden incrementar, asi como la falta
de eficacia clinica demostrada al utilizarlos (16).

La claritromicina continda siendo el firmaco recomen-
dado como primera opcidén para el tratamiento de erradi-
cacién (8) de H. pylori. En nuestro estudio se demostré
que el 66% de los aislados presentaba resistencia, valores
muy superiores al 12% reportado para América Latina
(17) y al 9,5% en el Ecuador, reportado en el 2003 (18).
No obstante, Raymont y colaboradores demostraron un
incremento en la prevalencia de aislados resistentes a la cla-
ritromicina llegando al 68% en pacientes con antecedentes
de antibioticoterapia previa (19); un porcentaje similar de
resistencia lo demostraron Gao y colaboradores (20).

El consenso de Maastricht IV sobre el uso de macrélidos
recomienda que, para el tratamiento empirico de H. pylori,
se debe tomar en cuenta la prevalencia local, ya que se debe
evitar su uso al observar entre el 15%-20% de cepas resis-
tentes y se deben realizar pruebas de susceptibilidad (8);
sin embargo, al ser una técnica compleja, pocos laborato-
rios lo realizan. Entre los mecanismos de resistencia descri-
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Tabla 2. Porcentaje de resistencia a los antibi6ticos asociados utilizados
en el tratamiento de erradicacion de H. pylori. Claritromicina: puntos de
corte CLST; para el resto de antibidticos, puntos de corte epidemioldgico
EUCAST.

Antibiéticos investigados % de aislados de H. pylori

resistentes segtin ECV-

EUCAST y CLSI
Levofloxacina 54
Tetraciclina 36
Metronidazol 63
Claritromicina 66
Amoxicilina 43

Cantidad de aislados de
H. pylori resistentes (%)

Combinacion de antibiéticos

Amoxicilina/claritromicina 26 (32)
Metronidazol/claritromicina 32 (42)
Amoxicilina/levofloxacina 26 (32)

tos a la claritromicina estdn principalmente las mutaciones
en el gen 23S rRNA y presencia de bombas de flujo (21,
22). Una deficiencia de nuestro estudio fue no investigar
estos mecanismos.

La amoxicilina es otro antibiético de primera linea dentro
dela terapia triple. En nuestro estudio se encontré que el 43%
de cepas presenta una CMI >0,125, clasificadas como resis-
tentes, un porcentaje elevado si se toma en cuenta que para
América Latina se encuentra entre el 0%-39%; y atn mds
para el Ecuador, que en anos anteriores no se superaba el 4%
(17, 18). No obstante, similar a lo que ocurre con el uso de la
claritromicina, Nishizawa y colaboradores demostraron que,
luego de varios intentos fallidos de erradicacién utilizando
amoxicilina dentro del esquema terapéutico, se increment6
el nimero de aislados resistentes del 49,5% a 72% (23). En
nuestro estudio no se obtuvieron datos sobre el consumo
previo de antibidticos relacionados o no a terapia de erradica-
cién; sin embargo, se seleccionaron pacientes con dispepsia
recurrente y que posiblemente recibieron terapéutica antimi-
crobiana previa. Una resistencia del 63% al metronidazol se
encuentra dentro del rango reportado para América Latina
(12,5%-95%) y para Ecuador del 80,9% (17, 18).

Mais de 30% de cepas presenta resistencia simultinea-
mente a 2 antibidticos usados para la terapia de erradica-
cidn, sea claritromicina o levofloxacina.

El uso previo de antibioticos es un factor de riesgo para el
incremento de cepas de H. pylori resistentes y, consecuen-
temente, para fallo terapéutico, sea por resistencia primaria
o secundaria (24). Se demostré una prevalencia elevada de
resistencia a los antibidticos utilizados en el tratamiento de
erradicacién, a diferencia de los resultados obtenidos en

Ecuador en el ano 2003; se recomienda el andlisis riesgo/
beneficio cuando se utilice la claritromicina o amoxicilina
como tratamiento empirico en pacientes con dispepsia recu-
rrentes o que posiblemente ya recibieron tratamiento previo,
junto con la realizacion de pruebas de susceptibilidad.
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