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Determinacion de la Susceptibilidad de Cepas de
Helicobacter pylori a Levofloxacino en Formato
Pequeno y Método de Difusion en Disco usando Agar
Yema de Huevo
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RESUMEN

OBJETIVOS: Determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de Levofloxacino en
cepas de HELICOBACTER PYLORI (HP).

MATERIALES Y METODOS: Se evaluaron 95 cepas peruanas de HP en métodos de agar
dilucién y difusion en disco, asi como el coeficiente Pearson (r) y el efecto del inéculo.
RESULTADOS: 36,9% (35 de 95) fueron resistentes a Levofloxacino (CMI>1ug/ml). CMI,,
fue 16ug/ml (IC:90%). CMI de Levofloxacino no viré ante diferentes concentraciones del
indculo. r:-0,733 (p<0,001).

CONCLUSIONES: La proporcién de HP resistentes a Levofloxacino en Peru es mayor a la
observadaen paises desarrollados. Se recomienda evaluar periédicamente la susceptibilidad
antimicrobiana para elegir 6ptimas conductas terapéuticas.

PALABRAS CLAVES: Helicobacter Pylori, Levofloxacino, Susceptibilidad, Concentracién
minima inhibitoria.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To determine the Minimum inhibitory concentration (MIC) of Levofloxacin
against HELICOBACTER PYLORI (HP).

MATERIALS AND METHODS: 95 HP Peruvian strains were evaluated in Agar dilution and
Disk diffusion tests, as well as the Pearson Coefficient (r) and the inoculum’s effect.
RESULTS: 36.9% (35 of 95) were resistant (MIC>1pg/ml) to Levofloxacin. MIC, was 16ug/
ml (Cl:90%). MIC of Levofloxacin did not change at different inoculum concentrations. r:
-0.733 (p<0.001).

CONCLUSIONS: The proportion of HP Levofloxacin resistant strains in Peru is higher than
in developed countries. Periodic testing of antibiotic susceptibility is warranted to select
the most accurate therapies.

KEY WORDS: Helicobacter Pylori, Levofloxacin, Susceptibility, Minimum inhibitory
concentration.
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INTRODUCCION

1 Helicobacter pylori (HP) es el principal

agente etiolégico de gastritis crénica y tlcera

péptica y un factor de riesgo importante de

cancer gastrico y linfoma tipo MALT ¢ 23,

Los estudios epidemioldégicos han mostrado

que la infeccién por HP ocurre en la pobla-
cién mundial. Sin embargo, la prevalencia de la infeccién en
paises desarrollados es alrededor de 10-50% “ y en paises
en vias de desarrollo como Perti es de 59%. © La alta preva-
lencia de la infeccién en los paises en vias de desarrollo se ha
asociado con las pobres condiciones sanitarias, cloracion del
agua, preparacion de los alimentos y hacinamiento @,

Mas de 25 afos después de haber aislado por primera
vez esta bacteria, atin no se ha encontrado en el mundo el
tratamiento 6ptimo de erradicacion del Helicobacter pylo-
ri; asi, incluso las combinaciones mas efectivas actualmente
disponibles fracasan en aproximadamente un 20% de los ca-
so0s®?. Estos fracasos en la erradicacion estan relacionados a
la falta de adherencia al tratamiento, la resistencia bacteriana
y los efectos adversos de estos esquemas. ®

La amoxicilina es el antibiético que no ha demostra-
do resistencia bacteriana primaria en la mayoria de los pai-
ses del mundo, por lo cual se incluye en la mayoria de los
esquemas de erradicacién ®. Claritromicina v metronidazol
han mostrado niveles superiores de resistencia. Un estudio
realizado en PerG durante 1996 reporté un porcentaje de
resistencia in vitro de 61% y 50% de resistencia para metro-
nidazol y claritromicina respectivamente © 9.

En los dltimos afios varios antibiéticos, un macroélido
(Azitromicina) y fluoroquinolonas de 3ra. Generacién (Levo-
floxacina, Gatifloxacina, Moxifloxacina) se han incorporado
en estos nuevos esquemas de erradicacion tanto en terapias
de primera linea como en terapias de rescate ©19.

Algunos estudios han demostrado que el Levofloxacino
posee in vitro una elevada actividad frente a Helicobacter
pvlori y que las resistencias frente a dicho antibiético son
muy reducidas (1,9%) sin demostrarse diferencias estadisti-
camente significativas con la tasa de resistencia a la amoxi-
cilina, pero notablemente inferiores a las encontradas para
la claritromicina .

En Japén 1Y) Francia 12, Paises Bajos ¥, Portugal ¥
y Alemania '® se han hecho estudios sobre la actividad in
vitro del Levofloxacino frente al HP, encontrandose niveles
de resistencia menores al 10%.

Dado que en nuestro pais atin no se han realizado estu-
dios respecto a la actividad in vitro, el objetivo de este estu-
dio es determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)
de Levofloxacino necesario para inhibir el crecimiento de
Helicobacter pylori, utilizando el Método de agar diluciéon —
el cual es considerado la prueba de oro entre las pruebas de
susceptibilidad antimicrobianas 1© -, utilizando el Agar yema
de huevo, el cual ha demostrado ser idéneo en la determina-
cion de CMI17, Asimismo se evaluara la susceptibilidad in vi-
tro de Helicobacter pylori a Levofloxacino mediante el Mé-

todo de difusion en disco, el cual es un método técnicamente
simple, ampliamente difundido y de facil repeticion . Se
correlacionaran ademas los resultados de las CMI con la sus-
ceptibilidad in vitro hallada mediante el método de difusion
en disco utilizando el coeficiente de correlacién de Pearson,
y se determinaré el efecto del in6culo en la técnica utilizada.

MATERIALES Y METODOS

Muestra: 95 Cepas de Helicobacter pylori proporcionadas
por el Laboratorio de Investigaciones (LID) en Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Ciencias de la UPCH. Las ce-
pas de HP fueron aisladas de pacientes peruanos proceden-
tes de Lima con gastritis, cuyas edades oscilan entre 18 y 63
afnos, a partir de muestras obtenidas en el Hospital Nacional
Cayetano Heredia (HNCH) mediante biopsia endoscépica
realizadas durante el 2006. Ninguno de los pacientes reci-
bi6 antibioticoterapia la semana precedente a la endoscopia.
Se utilizaron 95 cepas, las cuales fueron revividas de Agar
Skirrow y crecidas en Agar BHI (Brain, Heart Infusion) su-
plementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada. Las
cepas fueron incubadas por 3 dias en Agar sangre (placas
150-mm diametro) a 37°C en un ambiente microaerofilico
(O, al 5%, N, al 85%, CO, al 10%), y replicadas cada 48
horas durante 1 semana.

Muiltiples colonias fueron escogidas de la placa y suspen-
didas en buffer fosfato salino (ph 7,4) en una concentraciéon de
1,5 x 108 CFU/ml con un estandar de McFarland no 0,5. Esta
suspension fue utilizada como el inéculo de ambas pruebas.

Con la prueba de ureasa ™ se confirmé la presencia
de colonias de Helicobacter pylori. Se utilizé solucion Agar
Base Urea 10X: Urea: 200mg/ml, Rojo Fenol: 0,12mg/
ml, Cloruro de Sodio: 50mg/ml, Dextrosa: 10mg/ml (BBL,
Becton, Dickinson and Co., Sparks, MD, USA), diluyendo
1ml de éste en 100ml de Agar. La lectura se realizé a los 5
minutos siendo positivo si el medio se torna de color violeta.

Se empled el Muestreo Aleatorio Simple, en el banco
de cepas del laboratorio de investigaciones en enfermedades
infecciosas.

Dado que la prevalencia de infeccién por HP en Lima
es de 59%© la cantidad de muestras necesarias con un nivel
de confianza al 90%, es de 93 muestras (Epi Info Version

6.0).

El ensayo se realizé6 en dos formatos: placas petri de
150 mm vy placas de microtitulacion de 96 pozos. En las
primeras se realizé el Método de difusion en disco y en las
segundas la determinacion de la CMIL.

Método de agar dilucién: Se utilizé Agar yema de huevo
el cual fue preparado segin lo descrito por Westblom 7, con
las modificaciones siguientes. Los huevos primero se lavaron
con jabén y agua y en seguida fueron sumergidos en etanol
95% por 2 hrs a temperatura ambiente. Se quebraron los
huevos y las yemas fueron separadas e incorporadas luego
en el Agar. El Agar yema de huevo contiene Agar Columbia,
5-10% de yema de huevo, 1% de IsoVitaleX, Anfotericin B
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(6pg/ml) y cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolium (TTC) 40pg/
ml 17,

Las placas de microtitulacion de 96 pozos fueron llena-
das de 200 pl del Agar por cada pozo. Las diluciones antimi-
crobianas se agregaron al Agar en las concentraciones esta-
blecidas para Levofloxacino en un rango de 0,0312-16ug/
ml (Tabla N° 1) Dos pozos estuvieron libres de diluciones de
antibi6ticos ya que constituyeron los controles positivo y ne-
gativo. Al control positivo se le inoculd bacterias mas no an-
tibiéticos, mientras que al control negativo no se le inoculan
bacterias ni antibitticos. Las diluciones antimicrobianas y el
IsoVitaleX fueron agregados cuando el huevo, el Anfotericin
B, el Agar Columbia, y el cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolium,
estuvieron mezclados y entonces se vertié la mezcla inme-
diatamente en los pozos. Posteriormente se inoculé 5ul de
la suspension de Helicobacter pylori en cada pozo, excep-
tuando los controles negativos. Todas las placas fueron incu-
badas por 5 dias antes de ser leidas, a 37°C en un ambiente
microaerofilico (O, al 5%, N, al 85%, CO, al 10%).

Tabla N °1. Diluciones de Levofloxacino (Método Agar Dilucion)

Nimero LF[]*ug/ Volumen H20 destilaga = “Til° ~ LF[I"final

detubo miStock  (m) esteril (m) i"tﬁg}‘n‘jfia e”lE paca

1 1000 64 36 640 64

2 640 2 2 320 2

3 640 1 3 160 16

4 640 1 7 80 8

5 80 2 2 40 4

6 80 1 3 20 2

7 80 1 7 10 1

8 10 2 2 5 05
9 10 1 3 25 025
10 10 1 7 1,25 0,125
1 125 2 2 0625  0,0625
12 125 1 3 0312 00312

* LF[ ]: Concentracion de Levofloxacino

Método de difusion en disco: Se prepard el Agar yema
de huevo segin se describié previamente, y se vertié en
placas petri de 150mm. Inmediatamente después las placas
fueron puestas en una capilla laminar de flujo bajo de luces
UV por 2 hrs para asegurar la esterilidad. Las placas fue-
ron utilizadas dentro del plazo de 1 semana para mantener
la humedad. Se sembraron 100pl del inéculo de prueba de
cada cepa en las placas y luego se colocé un disco de Levo-
floxacino (5pg/ml) en el centro de éstas. Se incubaron luego
las placas a 37°C en un ambiente microaerofilico (O, al 5%,
N, al 85%, CO, al 10%) por 5 dias luego de las cuales se
procedié a su lectura.

Efecto del inéculo: Se evalud la respuesta al antibidtico
a concentraciones mayores del inéculo utilizando el método
de agar dilucion. Se utilizaron concentraciones de una de las

cepas de acuerdo a las escalas Mc Farland N° 4 y 10, y se
compararon las CMIs resultantes con la CMI de la misma
cepa correspondiente a la concentracién Mc Farland N° 0,5

La lectura se realizé a los 5 dias '), tanto para la de-
terminacion de la CMI como para el Método de difusion en
disco. Las colonias de Helicobacter pylori se observan de
color rojo pero el mismo color pueden tomar bacterias con-
taminantes por lo que el método de la ureasa es necesario
para la distincién. Sin embargo, las bacterias contaminantes
son identificables ya que no poseen el brillo dorado carac-
teristico de las colonias de HP al ser observadas desde un
angulo ante una fuente de luz 1.

La CMI es definida como la concentracién mas baja de
Levofloxacino que dé por resultado la inhibicién completa
del crecimiento. En el Método de difusién en disco se mide
el diametro del halo total de inhibicién.

Analisis estadistico: Los valores de CMI y diametro del
halo de inhibicién fueron expuestos en tablas de frecuencias
y estadistico descriptivo los cuales grafican en una curva nor-
mal la distribucién, los valores méaximos, valores minimos, la
desviacion estandar y las medias. Los métodos de difusion en
disco y de Agar dilucién fueron comparados con una curva
de correlacién por medio del coeficiente de correlaciéon de
Pearson. Todos los intervalos de confianza fueron calculados
al 90%. Se utiliz6 para el andlisis el programa SPSS 7,5 para
Windows.

RESULTADOS
Método de Agar dilucion: En la tabla N° 2 se muestra
la frecuencia de resistencia y sensibilidad, tomando como

punto de corte de resistencia CMI > 1ug/ml.

Tabla N° 2. Frecuencia de susceptibilidad de HP a Levofloxacino

N Porcentaje (%)
CMI*<1 (Sensible) 60 63,1
CMI>1 (Resistente) 35 36,9
CMI 95 100

* CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

Para determinar el CMI90, se realiz6 la curva de sensi-
bilidad (Grafico N° 1), demostrando que el valor que inhibe
el crecimiento del 90% de las cepas es 16ug/ml. Asimismo,
se calcul6 el CMI,; siendo éste 0,5ug/ml.
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Grafico N° 1. Curva De Sensibilidad Grafico N° 3. Curva de distribucion de frecuencias de CMI
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De los resultados se observa que la CMI de mayor fre- N = é5 00
cuencia (30,5%) es 0,5ug/ml (Grafico N°2).
Grafico N° 2. Frecuencias CMI N*  Minimo Méximo Media Desv’iacion
estandar
40 CMIH 95 0,06 64 3,838 8,0114
CMI>1 35 2 64 9,543 11,147
CMi<1 60 0,06 1 0,509 0,2799
304
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La media de las CMI halladas se representa en la tabla
N° 3, estando la media muestral en 3,84 pg/ml (4,18-11,84
pg/ml; IC90%). Asimismo se representa la media de los va-

lores CMI > 1: 9,54 pg/ml (Desviacion tipica: 11,

14), y de

los valores CMI < 1: 0,5ug/ml (Desviacion tipica: 0,27).

La curva de distribucién de frecuencias de CMI se

muestra en el grafico N° 3.

La CMI de la cepa evaluada para determinar el efecto
del in6culo fue 0.25pg/ml en las diferentes microdiluciones

de HP (McFarland 0,5; 4 y 10).

*N: Numero de cepas
H CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

Grafico N° 4. Correlacion CMI (pg/ml) — Discos (mm)
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1. Método de difusion de disco

La media del diametro del halo total de inhibicion fue
40,68mm, y la desviacién estandar 16,37mm, con un inter-
valo de confianza del 90%.

Comparando los valores obtenidos de CMI de micro-
dilucién con los valores del método de difusién en disco, se
obtiene un coeficiente de correlacién de Pearson de -0,733
(p = 0,01) (Grafico N° 4).

DISCUSION

Dada la alta prevalencia de Helicobacter pylori en nuestro
medio (59%) ®, y el incremento de resistencia a los esquemas
terapéuticos estandar 47, nos vemos en la necesidad de im-
plementar nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento
de esta infeccion.

Método de Agar dilucién: El valor estandar de CMI to-
mado en cuenta para definir una cepa como resistente fue
de >1pg/ml, mientras que un valor < 1pg/mil la define como
sensible. Se consider6 este punto de corte en relacion a otros
trabajos publicados, dado que la NCCLS (National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards) no ha establecido un
punto de corte.

La CMI,; (16pg/ml) es similar a la de otros paises eu-
ropeos (CMly, 0.93 - 32) (11,13,14,20). Sin embargo, la
CML,, observada (0.5pg/ml) es mayor a las observadas en
otros paises europeos (CMI,, 0,047 - 0,125 pg/ml), y la
CMI media observada (3,841g/ml) es mayor al valor estandar
(Ipg/ml). El 63,1% de las cepas de HP presentaron CMI de
Levofloxacino < 1 pg/ml (Sensibles), y 36,9 % CMI >1pg/ml
(resistentes) lo cual difiere de los resultados hallados en Euro-
pa donde la resistencia reportada es menor de 10% (121314,
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