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RESUMO

Introducdo: Helicobacter pylori € uma bactéria que infecta aproximadamente
metade da populacdo mundial e é considerada uma importante causa de
cancer gastrico. A terapia de erradicacdo nem sempre é eficaz, pois pode
ocorrer a resisténcia aos antimicrobianos. Objetivo: Determinar o perfil de
sensibilidade de isolados de H. pylori frente aos antibidticos amoxicilina,
claritromicina e ciprofloxacina na populacéo do Rio Grande do Sul empregando
distintas padronizagfes. Material e Métodos: Estudo transversal. Avaliaram-se
54 amostras de H. pylori obtidas através de cultivo de biopsias gastricas em
Agar Belo Horizonte e incubagéo a 37°C em microaerofilia, durante cinco dias.
A sensibilidade aos antibioticos foi determinada segundo as orientacbes das
padronizacdes britanica (BSAC) e australiana (CDS Method) (quantitativas),
além da francesa (CA-SFM) (qualitativa). Resultados e discusséo: Sete (13%)
isolados de H. pylori foram resistentes a claritromicina, um (1,9%) a amoxicilina
e trés (5,5%) a ciprofloxacina. Estes indices de resisténcia sdo considerados
satisfatorios e demonstram que todos esses antibioticos podem ser utilizados
na terapia empirica na populacdo local, sobretudo a amoxiciina e a
claritromicina como primeira linha de tratamento. As metodologias quantitativas
BSAC e CDS Method revelaram concordancia muito semelhante nos
resultados de sensibilidade, sendo a interpretacdo mais facilitada na técnica
CDS Method. A padronizacdo CA-SFM parece ser mais atrativa sob o aspecto
econdmico, mas fornece resultados apenas qualitativos. Conclusdo: Os
antibidticos amoxicilina e claritromicina ainda sdo uma boa opcdo no

tratamento anti-H. pylori na populacéo do Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, sensibilidade aos antimicrobianos.



ABSTRACT

Introduction: Helicobacter pylori is a bacteria which infects nearly half the
world population and it is considered an important cause of gastric cancer. The
eradication therapy is not always effective because resistance to antimicrobials
may occur. Objective: To determine the susceptibility profile of H. pylori
isolates to the antibiotics amoxicillin, clarithromycin and ciprofloxacin in the
population of Rio Grande do Sul using different standardizations. Material and
Methods: Transversal study. Were evaluated 54 samples of H. pylori obtained
by gastric biopsies which were cultured on Belo Horizonte agar and incubated
at 37°C in a microaerophilic environment for five days. The antibiotics
susceptibility was determined according to the guidelines of the British Society
for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), the Australian (CDS Method)
(quantitative) and the French (CA-SFM) (qualitative). Results and discussion:
Seven (13%) H. pylori isolates were resistant to clarithromycin, one (1,9%) to
amoxicillin and three (5,5%) to ciprofloxacin. These indices of resistance are
considered satisfactory and show that all of these antibiotics can be used in the
empirical therapy of the local population, especially amoxicillin and
clarithromycin as a first line treatment. The quantitative methodologies BSAC
and CDS Method revealed very similar agreement in the susceptibility results.
Moreover, the CDS method had an easier interpretation technique. The CA-
SFM standards seem to be more attractive on the economic aspect but they

only provide qualitative results.

Conclusion: The antibiotics amoxicillin and clarithromycin are still a good

option for anti-H. pylori treatment in the population of Rio Grande do Sul.

Keywords: Helicobacter pylori, antimicrobial susceptibility

Vi
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1 INTRODUCAO

Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria que estd associada a
etiopatogenia de diferentes doencas do trato digestivo como gastrites, Ulceras
pépticas gastricas e duodenais e cancer gastrico (HUNT, 1996). Constitui um
dos microrganismos que mais infecta os humanos (CAVE, 1996; GRAHAM,
2000; HUNT, 1996) e estima-se que, aproximadamente, metade da populacao
mundial seja portadora desse agente (HUNT, 1996). Sua distribuicdo nédo é
homogénea e ¢é influenciada por fatores como idade e condicdes
socioecondmicas (McCALLION et al., 1995).

Diferentes evidéncias clinicas demonstram beneficios na erradicacéo
desta bactéria, entre eles a resolugcéo da gastrite e a expressiva diminuicdo na

taxa de recidiva de Ulceras gastricas e duodenais (MARSHALL et al., 1988).

A frequéncia de H. pylori nos paises em desenvolvimento é de 80-90% e
0S regimes terapéuticos nem sempre sao eficazes em tais populagdes (LACY &
ROSEMORE, 2001). No Brasil, particularmente no Estado do Rio Grande do
Sul, a prevaléncia da bactéria é distinta entre a populacdo adulta e infantil. Um
estudo envolvendo pacientes adultos dispépticos funcionais encontrou um
elevado indice de infeccdo (76%) (MULLER et al., 2007) frente a 24,86%
detectados na populacao pediatrica (SOUSA et al., 2001).

No tocante a erradicacdo de H. pylori, percebe-se que mesmo
cumprindo um protocolo de tratamento estabelecido existem casos em que o
paciente permanece infectado. Uma das possiveis explicacbes para este
evento é a resisténcia da bactéria aos antimicrobianos empregados ou a
concentracdo utilizada dos mesmos. Neste contexto, o0s antibioticos
classicamente empregados na terapia de primeira linha sdo a amoxicilina e a
claritromicina (COELHO & ZATERKA, 2005), embora outros antimicrobianos
também sejam terapeuticamente Uteis como tratamentos de segunda e/ou

terceira linha.

Assim, torna-se relevante o conhecimento do perfil de sensibilidade de
H. pylori frente aos antibiéticos amoxicilina e claritromicina, bem como a

ciprofloxacina, junto a populacdo atendida no Rio Grande do Sul. Estas
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informacgBes serdo muito Uteis na eleicdo de terapia empirica mais direcionada

para atendimento dos pacientes locais, visando a sua cura clinica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais de Helicobacter pylori

Em 1983, dois pesquisadores australianos, Barry J. Marshall e Robin
Warren isolaram, pela primeira vez, H. pylori (Prémio Nobel de Medicina —
2005) a partir de fragmentos de bidpsia gastrica de pacientes com gastrite
cronica e Ulcera péptica. No entanto, a comunidade clinica interpretou tais
achados com ceticismo e muitas criticas, fazendo com que a descoberta
levasse algum tempo até tornar-se aceita. Dois anos depois, em 1985, Marshall
se submeteu a endoscopia com coleta de bidpsia gastrica para demonstrar que
nao estava infectado pela bactéria e que apds intencional infeccdo com H.
pylori, passou a desenvolver um quadro de gastrite histologicamente
comprovada (AHMED, 2005). Contudo, data do século passado o achado de
bactérias espiraladas no estdbmago de animais. Neste contexto, em 1906,
Krienitz foi o primeiro a observar “espiroquetas” no estdbmago humano
(TONELLI & FREIRE, 2000).

Os microrganismos do género Helicobacter sdo morfologicamente muito
semelhantes a Campylobacter, mas possuem algumas diferencas bioquimicas
e estruturais que permitiram sua classificacdo em um género a parte. Uma
caracteristica muito relevante que os diferencia é a presenca de enzima

urease, encontrada apenas em Helicobacter (GOODWIN et al., 1989).

A bactéria caracteriza-se por ser Gram-negativa espiralada em forma de
“S” ou bastonete curvo, microaerdfila, mede cerca de 3 a 5 um de comprimento
por 0,5 um de largura, tem parede celular externa lisa e possui de quatro a seis
flagelos unipolares embainhados e com bulbo terminal (TONELLI & FREIRE,
2000). Verdadeiramente, H. pylori pode se apresentar tanto na forma bacilar
(replicavel) como cocéide (n&o replicavel) de acordo com as condicBes em que
se encontre. ApO6s o cultivo prolongado ou na vigéncia de terapia
antimicrobiana o microrganismo pode se converter da forma bacilar para a

cocoide (KUSTERS et al.,, 1997). Entre suas caracteristicas bioquimicas,



17

apresenta as enzimas catalase e oxidase, além da urease (GLUPCZYNSKI,
1996).

Embora metade da populagdo mundial esteja infectada com este
microrganismo, a infec¢@o permanece latente na maioria dos individuos e em,
aproximadamente, 20% deles ocorre desenvolvimento de doengas severas. A
provavel explicacdo para os diferentes desfechos seja atribuivel a viruléncia
das espécies de H. pylori juntamente com fatores do hospedeiro, ambientais e
nutricionais (SHIOTA et al., 2010). Portanto, diferentes variaveis, inclusive a
aquisicdo na infancia, o tipo de linhagem da bactéria, a predisposicdo genética
do hospedeiro e o meio ambiente parecem estar relacionados a sua
fisiopatogenia (WISNIEWSKI & PEURA, 1997).

Entre os acometimentos mais comuns envolvendo H. pylori estdo
descritos a gastrite cronica, a uUlcera péptica e o cancer gastrico. Em 1994, a
“International Agency for Research on Cancer” categorizou a infec¢ao por esta
bactéria como “carcinégeno do grupo I” (IARC, 1994). De fato, o cancer
gastrico € uma das principais causas de morte por cancer no mundo, mas a
sua incidéncia diminuiu significativamente em alguns paises desenvolvidos ao
longo das décadas (GARCIA et al., 2007).

2.2 Epidemiologia

O H. pylori tem distribuicdo cosmopolita e estima-se que cerca de
metade da populacdo mundial esteja infectada, variando com a idade e o nivel
socioeconémico. A soroprevaléncia aumenta progressivamente com a idade
(MITCHELL et al., 2003) e é igualmente encontrada em homens e mulheres
(MCCALLION et al., 1995; ALAZMI et al., 2010). Contudo, nos paises em
desenvolvimento podem ocorrer taxas de soropositividade elevadas em faixas
etarias mais jovens (SHERMAN et al., 2002). Em criancas aparentemente
saudaveis, entre 0-12 anos, da zona urbana da Uganda (Africa) foi encontrada
uma elevada prevaléncia de H. pylori (44,3%). O indice de colonizacdo pela
bactéria foi elevado em individuos no primeiro ano de vida e progrediu com o
avanco de idade (HESTVIK et al., 2010).
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De modo semelhante, no Brasil, um estudo em criancas e jovens até 18
anos, de familias de baixa renda, evidenciou um percentual de 34% de
soropositivos, que aumentou significativamente com a idade (BEDOYA et al.,
2003).

O ser humano é o principal hospedeiro de H. pylori, ndo tendo ainda sido
encontrados animais que cumpram o papel de reservatorios significantes. A
bactéria pode ser encontrada, também, no ambiente, em aguas contaminadas
(GLYNN et al., 2002). Um estudo epidemioldgico realizado no Peru propés a
associacdo entre a prevaléncia deste microrganismo e a agua potavel,

consolidando a hipotese de transmissao fecal-oral (KODAIRA et al., 2002).

Contudo, pesquisas utilizando tipagem de DNA realizadas com familias
em condicdes de aglomeracdo demonstraram que a principal forma de
transmissao é a interpessoal. Esta conclusdo se fundamenta no achado da
mesma cepa de H. pylori entre os diferentes membros de uma mesma familia
(ROMA-GIANNIKOU et al., 2003), indicando que a via pela qual ocorre a
transmissdo pode ser fecal-oral ou oral-oral (MARSHALL, 2000). Embora a
bactéria ja tenha sido isolada de individuos dispépticos, acredita-se que sua
sobrevivéncia ap0s a transicado até o intestino seja incomum devido ao efeito
letal que a bile possui sobre a bactéria (KAPADIA, 1997).

Adicionalmente, ha sugestdo de que a bactéria possa ser encontrada na
regido bucal, em placa dentaria ou na saliva. Além disso, o microrganismo ja foi
encontrado no suco gastrico de pacientes infectados, reforcando a
possibilidade da transmisséao oral-oral através de vomito ou refluxo esofagico
(ATHERTON, 1997).

No segmento da medicina (Gastroenterologia) é importante destacar que
existe possibilidade de transmissao de H. pylori através dos endoscopios se a
desinfeccdo apropriada nao for realizada (BROWN, 2000). Estudos
demonstraram a possibilidade de transmissao através do ato sexual (oral-anal),
enquanto a transmissao por vetores (insetos) € praticamente nula (ESLICK,
2001).
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2.3 Patogenia

A evolucdo clinica da infeccdo por H. pylori € um evento complexo
determinado pela interacdo entre os fatores relacionados ao hospedeiro,
somados aos fatores ambientais e aqueles relativos a bactéria (WISNIEWSKI &
PEURA, 1997).

Dentre os principais mecanismos patogénicos envolvidos estdo o0s
fatores de viruléncia do microrganismo, a resposta inflamatéria e a alteracéo da

secrecao acida gastrica.

2.3.1 Fatores de Viruléncia
2.3.1.1 Aderéncia

H. pylori possui capacidade excepcional de aderéncia, revelando grande
afinidade pelas células muciparas gastricas (QUEIROZ & MENDES, 1993). A
adesdo parece atuar na patogénese através da lesdo direta da célula,
facilitando a liberacdo dos produtos téxicos produzidos pela bactéria nas
proximidades da célula epitelial e estimulando a producdo de citocinas pela
célula do hospedeiro (MAHDAVI et al., 2002). As adesinas envolvidas nos
estagios iniciais da colonizagdo podem ser proteinas bacterianas,
glicoconjugados ou lipideos que mediam a interacdo entre a bactéria e a
superficie das células do hospedeiro (MILLER-POLDRAZA et al., 2004).

2.3.1.2 Urease

A urease nativa de H. pylori possui massa molecular de
aproximadamente 540 kDa e € uma molécula hexamérica contendo niquel que
consiste em duas subunidades: UreA (26.5 kDa) e UreB (60.3 kDa), em uma
razdo molar 1:1. O principal papel desta enzima na patogénese da bactéria é a
neutralizacdo do microambiente acido do estbmago através da producao de
amonia (HA et al., 2001).
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Todos os isolados de H. pylori encontrados no estébmago de individuos
infectados produzem grandes quantidades da enzima urease e esta pode
representar 10 a 15% das proteinas bacterianas. Tal enzima juntamente com o
influxo de uréia através de uma proteina de membrana especifica (Urel) sédo
essenciais na colonizacao e na resisténcia acida in vivo. A producdo de amoénia
através da urease bacteriana e a anidrase carbonica periplasmética ancorada
na membrana, regulam o potencial de membrana e ajustam o pH
periplasmatico para cerca de 6,1 sob condigbes &acidas. Estes eventos
promovem uma condi¢cdo bioenergética adequada para a sobrevivéncia e
crescimento de H. pylori (SACHS et al., 2005).

2.3.1.3 Gene cagA

O cagA (citotoxin antigen associated) foi o primeiro gene especifico de
H. pylori descrito, sendo fortemente associado ao risco de desenvolvimento de
cancer gastrico (PARSONNET et al.,, 1997). Um estudo de caso-controle
realizado em Porto Alegre demonstrou uma associacado entre as linhagens de
H. pylori cagA* e o risco de cancer gastrico (MEINE et al., 2011). De fato, este
tipo de cancer € cerca de trés vezes mais frequente em individuos infectados
por linhagens cagA" do que nos cagA” (PARSONNET et al., 1997). As cepas
cagA’ sdo mais virulentas e induzem a expressio de niveis mais elevados de
interleucinas, especialmente as IL-1b e IL-8 (BLASER & BERG, 2001). Por
outro lado, cepas cagA  também podem induzir o aumento da secrecéo de IL-8
através do gene cagE, presente na ilha de patogenicidade cag (LADEIRA et al.,
2003).

O gene cagA € o marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAl),
sendo encontrado em 60% das cepas ocidentais. A ilha cag-PAlI € um
componente do genoma de H. pylori que contém genes homodlogos aos de
outras bactérias que codificam componentes de um sistema de secrecao que
serve para injetar moléculas efetoras da bactéria na célula hospedeira,
permitindo que a bactéria module vias do metabolismo celular do hospedeiro,

como a expressao de proto-oncogenes (COVACCI et al., 1999).
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A estrutura de cagA mostra uma regido 5 altamente conservada,
enquanto a regido 3’ apresenta um numero variavel de sequéncias repetitivas,
gerando uma variagdo no comprimento da referida proteina. Considerando a
capacidade altamente antigénica de cagA, qualquer variacdo em seu
comprimento podera resultar em distintos graus de respostas inflamatorias
(LADEIRA et al., 2003).

2.3.1.4 Gene vacA

Conforme j& descrito, a urease desempenha um papel chave na
sobrevivéncia de H. pylori no pH indspito do estémago através da conversao da
uréia em amonia e bicarbonato. No entanto, esse processo requer a producéo
da citotoxina vacA que é responsavel pela formacdo de canais seletivos de
anions nas células epiteliais, os quais conduzem a uréia para a luz da mucosa
gastrica. Assim, a vacA é considerada um importante fator de viruléncia, ja que
contribui para a formacéo de alcaldides através da urease, induzindo a danos

no DNA (SALAMA et al., 2001).

O gene vacA esta presente em todas as cepas de H. pylori e € composto
por duas partes variaveis, “s” e “m”. A regido s codifica o sinal pepetidico, esta
localizada no final da cadeia 5’ e possui dois alelos, s1 ou s2, sendo que para o
alelo sl existem trés subtipos (sla, slb, slc). J& a regido m (regido media)

possui apenas os alelos m1 ou m2 (ATHERTON et al., 1995).

Contudo, a producdo de citotoxinas depende da combinacdo em
mosaico dos alelos da regido s com os alelos da regido m. Neste contexto,
ocorre a producéo de grande quantidade de toxina quando o gendtipo de vacA
for s1/ml; producdo moderada se as cepas forem sl/m2 e € baixa ou
inexistente se s2/m2 (ATHERTON et al., 1999).

2.3.1.5 Gene iceA

Em 1998, foi descrito o gene iceA (induced contact with epithelium) que

apresenta dois alelos: iceAl e iceA2. A expressao do primeiro alelo esta
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associada a Ulcera péptica e ao cancer gastrico, sendo regulada pelo contato
de H. pylori com as células epiteliais da mucosa gastrica. A funcéo do alelo
iceA2 é desconhecida (PEEK et al., 1999).

2.3.1.6 Gene nap

O gene neutrophils-activating protein (nap) de H. pylori esta relacionado
com a intensidade da inflamacgéo, inclusive em cepas cagA. O produto do
gene, a proteina hp-nap, induz a aderéncia de neutréfilos as células endoteliais
e estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos
neutréfilos e estas podem ter papel importante na carcinogénese gastrica
(LADEIRA et al., 2003).

2.3.1.7 Outros genes

H. pylori pode apresentar outros genes relacionados a sua viruléncia.
Recentemente, um novo fator de viruléncia putativo foi identificado na ilha de
patogenicidade cag-PAl: o gene oipA (outer inflammatory protein). Este codifica
proteinas de membrana externa e induz a secrecdo de IL-8 pelas células
epiteliais (BEN MANSOUR, FENDRI et al., 2010).

O gene denominado dupA (duodenal ulcer promoting) esta envolvido no
aumento do risco de Ulcera duodenal, embora pareca oferecer protecédo contra
a atrofia gastrica, metaplasia intestinal e cancer gastrico em individuos

japonenses, coreanos e colombianos (SHIOTA et al., 2010).

2.3.2 Resposta inflamatoria

No processo de infeccdo por H. pylori ocorre resposta imune inadequada
devido ao predominio de células Th; (T helper;), enquanto as células Th, (T
helper,) estdo praticamente ausentes. Estas células predominantes (Thj)
também induzem a producdo de anticorpos e citocinas que potencializam o

processo inflamatério, com danos as células do hospedeiro (LADEIRA et al.,
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2003). Os pacientes infectados pela bactéria apresentam niveis de expressao e
producéo de interleucinas IL1-B, IL-6, IL-8 e de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (ISRAEL & PEEK, 2001).

Com o objetivo de evitar a resposta imune e colonizar a mucosa
gastrica, H. pylori apresenta moléculas semelhantes as do hospedeiro, como
os antigenos de Lewis. Antigenos X e Y de Lewis, similares aos expressos no
eritrécito humano, estdo presentes em 80% das cepas. Como consequéncia
ocorre uma baixa toxicidade do lipopolissacarideo (LPS) do H. pylori em
comparac&o ao LPS das Enterobactérias (MEGRAUD, 2005).

2.3.3 Alteracdes da Secrecio Acida Gastrica

As alteragbes na secrecdo acida exercem importante papel na
patogénese da Ulcera péptica prejudicando a inibicdo acida na liberacdo de
gastrina, aumentando a secrecdo de acido basal e poés-estimulo, além de
promover maior acidez no duodeno. A maior producdo de acido predispde a
metaplasia gastrica e esta descrita a hipotese de que a bactéria, antes restrita
ao estbmago, colonizara também as areas de metaplasia gastrica no duodeno.
Como resultado, ocorrera duodenite crénica que facilita a retrodifusdo de ions
hidrogénio e subsequente ulceracdo (TONELLI & FREIRE, 2000).

2.4 Deteccao de H. pylori

Diferentes meétodos, invasivos ou n&o-invasivos, encontram-se
disponiveis para o deteccdo de H. pylori. Os invasivos sdo aqueles que
dependem da realizacdo de endoscopia para coleta de bidpsias: reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) (LEHOURS et al., 2003), teste da urease
(ORNELLAS et al, 2000), histologia (ROCHA, 1996) e cultura
(MALFERTHEINER et al., 2002). Ja os nao-invasivos incluem sorologia
(PORTORREAL; KAWAKAMI, 2002; KIAS et al., 2011), pesquisa de antigeno
fecal e teste respiratorio com uréia marcada com isotopos de carbono (14C e
13C) (CUTLER et al.,1998; GODOY & RIBEIRO, 2004). A elei¢cdo do teste a
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ser empregado dependerd da situacdo clinica do paciente (TONELLI &
FREIRE, 2000).

2.4.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

A PCR é uma ferramenta utilizada para a deteccdo de H. pylori.
Apresenta altissima sensibilidade e especificidade, podendo ser feita
diretamente de diferentes materiais clinicos como bidpsias gastrica ou
duodenal, suco gastrico, placa dentéria, saliva e das fezes. Para identificacao
da bactéria tem sido usados os genes rRNA 16S rRNA, ureA e o gimM. Devido
a sua alta sensibilidade, a PCR é muito utilizada em estudos epidemiolégicos
ligados a identificacdo de reservatorios ambientais, bem como em trabalhos de
determinacdo do modo de transmisséo deste microrganismo (LEHOURS et al.,
2003).

2.4.2 Teste da Urease

O teste da urease em fragmento de tecido € baseado na presenca da
enzima denominada urease. E muito sensivel, sendo o mais usado para o
diagnostico endoscopico. Um fragmento de bidpsia do antro e/ou do corpo
gastrico sdo introduzidos imediatamente apdés a coleta em um substrato
contendo uréia e um indicador de pH (vermelho de fenol). A urease hidrolisa a
uréia em amonia e didxido de carbono, com consequente alcaliniza¢do do pH e
mudanca da cor do meio, de amarelo para rosa. Quando a mudanca de cor
ocorre dentro das primeiras 24 horas, o teste é considerado positivo
(ORNELLAS et al., 2000).

Apesar das varias preparacdes disponiveis no mercado, o teste de
urease ndo tamponado tem mostrado acuracia comparavel e custo cumulativo
menor (CHU et al., 1997), sendo largamente utilizado na pratica clinica, tendo
como inconveniente o ndo conhecimento sobre a intensidade da inflamacéao.
Devido a possibilidade de contaminagcédo por bactérias produtoras de urease,

como Proteus sp., podem ocorrer alteracbes na cor do teste durante a
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estocagem. Por isso, preconiza-se que a preparacdo contendo uréia e o
marcador sensivel de pH seja feito rotineiramente (ORNELLAS et al., 2000).

2.4.3 Histologia

O material para a analise histopatologica, a biépsia, é obtido durante o
exame endoscopico e é processado com uma coloracdo histoldégica, como
Giemsa, Hematoxilina e Eosina, Warthin-Starry, Steiner ou carbolfucsina. Este
exame possibilita a verificacdo de infeccdo por H. pylori, além de demonstrar o
grau de intensidade de inflamacdo da mucosa géastrica. Este método pode
apresentar falhas e inconveniéncias, tanto pela falta de visualizagcdo e
identificagdo da area mais afetada no momento da coleta, como pela retirada
de biopsias de locais inadequados ocasionada pela distribuicdo desigual do
microrganismo na mucosa gastrica (ROCHA, 1996).

2.4.4 Sorologia

As maiores titulacbes de anticorpos contra H. pylori sdo observadas nas
classes das imunoglobulinas IgG e IgA, sendo a primeira a mais importante. Os
titulos de IgM néo diferenciam os individuos infectados dos nao infectados
(RATHBONE et al., 1986).

Embora a amostra de soro seja processada através de uma excelente
técnica imunologica (ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), podem
ocorrer resultados falsos negativos naqueles individuos que ndo desenvolvem
reacdo imunoldgica satisfatéria frente a infeccdo. Neste grupo encontram-se 0s
imunodeprimidos, os idosos e criangas. Desta forma, o método ELISA parece
ser mais sensivel e especifico em pacientes adultos de paises desenvolvidos
(PORTORREAL & KAWAKAMI, 2002).

O teste soroldgico tem sido utilizado em estudos epidemiol6gicos por ser
um exame nao-invasivo (BLEECKER et al., 1994). Contudo, deve-se

considerar que a infeccao € restrita a mucosa e que a estimulacédo antigénica
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pode ser lenta, gerando resultados falso-negativos em poucas semanas ou
meses apos a infeccdo (MEGRAUD, 1996).

2.4.5 Teste Respiratério com Uréia Marcada

Considerando que este teste respiratorio envolve a utilizacdo de uréia,
pode-se dizer que seu fundamento € o mesmo do teste da urease: a deteccao
da enzima produzida por H. pylori.

Neste teste, o individuo ingere uma solu¢édo de uréia marcada (13C ou
14C) que é convertida pela urease em ambnia e bicarbonato, o qual é
absorvido e convertido em CO, nos pulmdes. Posteriormente, é feita a
expiracdo em um baldo proprio que permite a deteccdo do carbono marcado,
presente no COy, por cintilacdo ou espectrografia (TONELLI & FREIRE, 2000).

Entre as suas limitagdes pode-se citar a impossibilidade de utilizacdo em
gestantes, bem como em menores de 18 anos pelo carater radioativo do 14C.
Em contrapartida, o 13C pode ser usado na pediatria por ndo apresentar
caracteristicas radioativas. O teste respiratorio com uréia marcada €
considerado um otimo teste ndo invasivo, com grande utilidade em estudos
epidemiologicos, apresentando sensibilidade superior a 90%, além de ser
altamente especifico (GODOY & RIBEIRO, 2004).

2.4.6 Cultura

O cultivo de H. pylori pode ser influenciado pelas caracteristicas do meio
de cultura, pelo numero de bidpsias e suas condi¢cdes de obtencdo (tempo e
temperatura de transporte), bem como pelo uso prévio de medicamentos
(inibidor da bomba de protons, antibidticos, bismuto ou benzocainas). Outro
possivel interferente € a presenca de residuos de glutaraldeido na pinca de
coleta (MALFERTHEINER et al., 2002). Embora a cultura seja uma das
técnicas diagndésticas mais dificeis de executar, ela € muito util, pois viabiliza a

realizacao do teste de sensibilidade aos antibidticos.
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Existem alguns aspectos comuns entre os diferentes meios de cultura
empregados para isolamento de H. pylori. Todos eles oferecem um bom
suporte nutricional através de uma base de agar a qual se adiciona sangue de
carneiro ou de cavalo ou, ainda, de soro fetal bovino, além da suplementacao

com antibiéticos que tornam o meio seletivo.

Neste contexto, temos o agar sangue de carneiro 7% com 1% de extrato
de levedura e suplemento DENT® (vancomicina 10mg/L, trimetoprim 5 mg/L,
cefsoludina 5 mg/L e anfotericina B 5 mg/L) (OTTH et al., 2011); agar Brucella
sangue de carneiro 5% com suplemento Skirrow® (vancomicina 10 mg/L,
trimetoprim 5 mg/L e polimixina B 2500 UI/L) (DESTURA et al., 2004); agar
Columbia sangue de cavalo 10% e o suplemento Skirrow (BEN MANSOUR et
al., 2010); agar Brucella com 10% de soro fetal inativado juntamente com os
antibidticos vancomicina (10 mg/L), trimetoprim (5 mg/L), anfotericina B (5000
UI/L) (LINS et al., 2010) e o agar Belo Horizonte® cuja formula contém base de
Agar Columbia com 10% de sangue de carneiro, vancomicina (6 mg/L), acido
nalidixico (20 mg/L), anfotericina B (2 mg/L) e 40 mg/L de 2,3,5-Cloreto de
Trifeniltetrazdlio (TTC) (OPLUSTIL et al., 2004). Este ultimo meio foi

desenvolvido por pesquisadores brasileiros, de Minas Gerais.

Independente do meio de cultura eleito para o isolamento da bactéria, é
imprescindivel a incubacdo em atmosfera de microaerofilia (5-6 % de O,, 8-
10% CO,, 80-85% N), 37°C, durante 5 a 10 dias (OTTH et al., 2011; BEN
MANSOUR et al., 2010; LINS et al., 2010).

Sao poucos os centros no Brasil que trabalham com essa técnica
diagndstica que é cara e requer um laboratério especializado. Ela, na verdade,
ainda tem sido usada apenas no ambito de pesquisa (TONELLI & FREIRE,
2000).

2.4.7 Pesquisa de antigeno nas fezes

Este teste ndo invasivo € indicado em abordagens iniciais de dispepsia
nao investigada, além de ser (til na avaliacdo pds-tratamento de erradicacao.

Contudo, para evitar o resultado falso negativo é recomendado um intervalo



28

minimo de 6 a 12 semanas ap6s o término do tratamento (SOCIEDADE
PORTUGUESA DE GASTROENTEROLOGIA, 2008).

A deteccdo dos antigenos pode ser feita através da técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbet Assay) com anticorpos policlonais anti-H. pylori.
Este método qualitativo apresenta elevada sensibilidade (92 a 94%) e
especificidade (92,8 a 95,4%) (BRADEN & CASPARY, 2001).

2.5 Tratamento

Infelizmente ndo existe um consenso sobre esquema terapéutico ideal
na erradicacdo de H. pylori e combinacBes de varios antimicrobianos e
diferentes tempos de tratamento ja foram usados. Parece ser importante o
emprego concomitante de um medicamento com secrec¢éo salivar e/ou gastrica
(claritromicina ou metronidazol) e um farmaco com acéo luminal (amoxicilina,
bismuto, tetraciclina ou furazolidona). Contudo, a eficacia do tratamento
dependera do percentual de isolados resistentes ao metronidazol e/ou
claritromicina (GONZAGA et al., 2000).

Considerando que a sensibilidade de H. pylori aos antibidticos € muito
variavel e que € influenciada por raca e uso prévio desses medicamentos, 0
sucesso de um esquema de tratamento em uma comunidade nao permite a
generalizacdo dos resultados (GRAHAM, 1998). O ideal seria basear o
tratamento no conhecimento prévio do indice de resisténcia microbiana na
comunidade local, o que é dificil na maioria dos centros brasileiros (HAN et al.,
1999).

A terapia antimicrobiana com apenas um medicamento corresponde a
fracasso terapéutico. Contudo, a partir 1989, se utilizou uma associacdo de
amoxicilina (50 mg/kg/dia), metronidazol (20 a 30 mg/kg/dia) e furazolidona (6 a
8 mg/kg/dia), em trés doses diarias, por sete dias, com erradicacdo de 84%
(LIND, 1999). Entretanto, o percentual de efeitos colaterais € significativo, mas
na maioria dos individuos ndo impede a continuidade da terapia (HARRIS &
MISIEWICZ, 2001). Ultimamente, vem sendo utilizada a associacdo de um

inibidor da bomba prot6nica (omeprazol 20 mg, lansoprazol 30 mg, pantobrazol
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40 mg ou rabeprazol 20 mg) mais amoxicilina (1000 mg) e claritromicina (500
mg) (SILVA et al., 2004). Esta € uma das propostas terapéuticas de primeira
escolha recomendada pelo Il Consenso Brasileiro sobre H. pylori (COELHO &
ZATERKA, 2005).

E importante destacar que o sucesso da erradicacdo de H. pylori ndo
depende apenas da susceptibilidade da bactéria ao antimicrobiano utilizado na
terapia, mas este € um dos principais fatores tendo, assim, maiores taxas de
cura em pacientes infectados com linhagens sensiveis ao tratamento. Foi
sugerido que a taxa de erradicacdo deste microrganismo € menor em pacientes
com dispepsia funcional, comparando-se a pacientes com Ulcera. Desse modo,
os fatores de viruléncia de H. pylori poderiam influenciar na faléncia terapéutica
(KIM et al., 2003).

Um estudo brasileiro analisou a eficacia da tripla terapia com
lansoprazol, amoxicilina e claritromicina usados por sete dias em pacientes
com Uulcera péptica numa éarea urbana. Foi concluido que esta triplice
associacao é bem tolerada e apresenta altas taxas de erradicacao, tornando-se

uma boa alternativa para paises em desenvolvimento (BELLELIS et al., 2004).

Quando ha falha na terapia de primeira linha, torna-se necessaria uma
terapéutica de segunda linha. Neste caso, o tratamento € baseado

fundamentalmente no uso de bismuto e levofloxacina (GISBERT, 2008).

2.6 Resisténcia aos antibi6ticos

A resisténcia bacteriana em H. pylori pode ser categorizada em

diferentes classes:

a) Natural ou primaria: € definida como a incapacidade intrinseca do

antimicrobiano em erradicar a infec¢ao.

b) Secundéria: desenvolvimento de resisténcia adquirida para antimicrobiano
frente ao qual a bactéria era inicialmente sensivel; isto se da por mutacdes ou

aquisicao de plasmideos.
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c¢) Outro tipo de resisténcia pode estar especificamente ligado ao H. pylori onde
as espécies mostram sensibilidade in vitro, mas sao resistentes in vivo. A
causa preliminar desta resisténcia é a dificuldade do antimicrobiano em
alcancar o local da infeccdo em concentragfes suficientes para resultar em um
efeito antibacteriano (PAJARES-GARCIA et al., 2007).

O cultivo de H. pylori passa a ter mais importancia nas populagdes onde
a bactéria apresenta maior resisténcia aos antimicrobianos, pois é possivel
realizar o teste de suscetibilidade a partir da cultura (DIAZ-REGANON et al.,
2006). Para o antimicrobiano claritromicina, a determinacdo do perfil de
sensibilidade estd recomendada quando o nivel de resisténcia ultrapassar 15 a
20% (MALFERTHEINER et al., 2005). Em criancas, percebe-se que os indices
de resisténcia ao metronidazol e claritromicina vém aumentando, mas se
mantém grande a sensibilidade a amoxicilina e tetraciclina (LOPEZ-BREA et
al., 2001). Infelizmente, a tetraciclina ndo & antimicrobiano recomendado na
terapéutica pediatrica uma vez que tal medicamento produz deformidades
Osseas e dentarias na populacéo infantil
(http://bulario.bvs.br/index.php?action=search.20040309193017569989820001
07&mode=dir&letter=F). No Brasil, a resisténcia a tetraciclina esta descrita
entre 0% (EISIG et al, 2011) a 7% (MENDONCA et al., 2000).

Nos paises em desenvolvimento a resisténcia de H. pylori aos

antimicrobianos € considerada mais elevada que nos paises desenvolvidos.
Existem poucos estudos brasileiros envolvendo esta tematica, fato que dificulta
a eleicdo da terapia empirica mais recomendada para uma determinada
populacdo. No Brasil, jA foram reportadas taxas de 16% de resisténcia para a
claritromicina (GODOQY et al., 2003), mas outro estudo brasileiro mais recente
indicou que apenas 8% das amostras apresentavam este fenoétipo (EISIG et al.,
2011). Curiosamente, outro trabalho brasileiro, conduzido com pacientes
atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade de Sao Paulo, ndo detectou

espécies resistentes a claritromicina (EISIG et al., 2003).

A claritromicina € um antibiotico bacteriostatico que afeta a sintese
proteica através da sua unido a subunidade 50S do ribossomo bacteriano,
impedindo a translocacdo do complexo terciario do sitio A ao sitio P do

ribossomo, acarretando em interferéncia no alongamento da sintese proteica. A
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unido é dada pela formagédo de pontes de hidrogénio entre diferentes radicais
hidroxila do macrolideo (CLA) e determinadas bases do RNAr 23S (PETERS &
CLISSOLD, 1992). A resisténcia a CLA em H. pylori é resultante de mutacdes
pontuais no gene rrn 23S que codifica para o RNAr 23S da subunidade
ribossomal 50S. As mutacdes mais frequentes sdo a substituicdo de uma
adenina por uma citosina ou guanina na posicao 2142 (A2142C, A2142G) ou
por uma guanina na posi¢cao 2143 (A2143G) (VERSALOVIC et al., 1996;
OCCHIALINI et al., 1997). Deste modo, é produzida uma modificacdo na
estrutura do ribossomo que afeta a sua unido permanente com o antibiético e
ndo interfere na sintese de proteinas (OCCHIALINI et al., 1997). Tais mutacdes
fazem com que as linhagens resistentes tolerem concentracdes crescentes de
antibidtico (OCCHIALINI et al., 1997; OLEASTRO et al., 2003). Os relatos de
resisténcia para este macrolideo séo diversificados, oscilando entre 2 a 29%
(DIAZ-REGANON et al., 2006).

O metronidazol é o antimicrobiano para o qual H. pylori tem apresentado
maior indice de resisténcia: a primaria é de 30-40%, enquanto a secundaria é
de 70 a 100% (GLUPCZYNSKI, 1998); na Tunisia a resisténcia primaria é
elevada em adultos (56.8%) e é menor na populacdo infantil (25%) (BEN
MANSOUR et al.,, 2010). De modo semelhante, dados brasileiros também
apontam indices elevados de resisténcia primaria na populacdo adulta: 55%
(GODOY et al., 2003) e 51% (EISIG et al., 2011). Possivelmente, estes indices
possam ser atribuidos ao amplo uso de metronidazol no tratamento de
infeccbes ginecologicas (giardiase) e de doencas parasitarias (amebiase)
(QUEIROZ et al., 1993).

A resisténcia secundéaria ao metronidazol € elevada quando usado como
0 Unico agente no tratamento da infeccdo por H. pylori e é mais baixa quando
em combinacdo com um segundo ou terceiro antimicrobiano. Varios relatos
mostram que a resisténcia ao metronidazol parece ter menos impacto que a
resisténcia a claritromicina (PAJARES-GARCIA et al., 2007).

A amoxicilina é um antibidtico fundamental na terapia anti-H.pylori,
apresentando acao bactericida devido a inibicdo da biosintese da parede

celular bacteriana. Trata-se de uma penicilina semi-sintética que possui uma
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estrutura ciclica, o anel beta-lactamico, responsavel por sua poténcia e
especificidade. Nas linhagens da bactéria sensiveis a AMO, a inadequada
formacdo da parede celular produz um desequilibrio osmético que ocasiona a
morte celular. Entre as vantagens destaciveis apresentadas por este
antibidtico frente a outras aminopenicilinas no tratamento de H. pylori pode-se
destacar a melhor absorcéo a partir do trato digestivo, melhor capacidade para
alcancar concentracfes eficazes nos sitios de acdo e maior capacidade de
penetracdo na parede celular bacteriana. A acdo da AMO se da por sua ligacao
a proteinas de ligacdo de penicilinas (PBPs ou penicillin binding proteins)
presentes na superficie da membrana bacteriana. Apés a entrada do antibidtico
na bactéria através das PBPs, ocorre o bloqueio da sintese da parede por
interferéncia do anel beta-lactamico propiciando a lise celular por desequilibrio
osmotico (ORTIZ et al., 2006).

Felizmente, as taxas de resisténcia a amoxicilina séo reduzidas em todo
o mundo, possibilitando sua utilizagdo empirica. Contudo, dentre os raros
estudos brasileiros, um deles corrobora a inexisténcia de linhagens resistentes
(EISIG et al., 2011), enquanto outro descreve um indice atipico de 29% de
isolados com resisténcia a amoxicilina (MENDONCA et al., 2000). Tal situacéo
demonstra a necessidade do monitoramento local dos padrdes de resisténcia

de H. pylori aos antibioticos.

A falha na erradicacdo ndo pode ser obrigatoriamente atribuida a
resisténcia bacteriana, pois outros fatores devem ser considerados como a
conformidade da terapia (a respeito da duracdo e dose), propriedades dos
farmacos e caracteristicas da lesdo gastrica (Glcera péptica ou gastrite crénica).
Ndo ha nenhum consenso sobre qual deve ser a duracdo minima do
tratamento de erradicacdo. Entretanto, alguns dados sugerem que um regime
por tempo menor pode aumentar taxas da resisténcia, particularmente aos
nitroimidazois (metronidazol) (PAJARES-GARCIA et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

As taxas de ndo erradicacdo de H. pylori ap6s tratamento com
combinacdes de antimicrobianos pode ser atribuida a mecanismos de
resisténcia bacterianos. Tais taxas sao diversificadas, variando em diferentes

regides de um mesmo pais e entre paises diferentes.

Existem poucos estudos brasileiros, e nenhum no Rio Grande do Sul,
demonstrando a prevaléncia de resisténcia no nosso meio. O néo
conhecimento dessa informacao dificulta o sucesso do tratamento, uma vez

gue o médico pode ter prescrito o antimicrobiano menos ativo sobre H. pylori.

Assim, o desconhecimento das taxas de resisténcia de H. pylori a
amoxicilina, claritromicina e ciprofloxacina na populacdo local justifica a
necessidade da realizacdo do presente estudo. Embora os dados de
resisténcia para os demais antimicrobianos também sejam relevantes, os

mesmos nao puderam ser obtidos, unicamente, por limitagdes financeiras.

Questdo da pesquisa: Qual é o indice de resisténcia de H. pylori aos
antibidticos amoxicilina, claritromicina e ciprofloxacina na populacdo do Rio

Grande do Sul?

Hipotese: O indice de resisténcia aos antibioticos amoxicilina,
claritromicina e ciprofloxacina é elevado a ponto de impossibilitar 0 emprego

destes farmacos na terapia empirica anti-H. pylori.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

- Determinar o perfil de sensibilidade de isolados de H. pylori frente aos
antibidticos amoxicilina, claritromicina e ciprofloxacina na populagdo do Rio

Grande do Sul, Brasil.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar quantitativamente a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
dos antimicrobianos amoxicilina e claritromicina empregados no tratamento de

erradicagdo de H. pylori.

- Comparar o resultado do perfil de sensibilidade (CIM) de H. pylori a
amoxicilina e claritromicina obtido através de duas padronizacdes distintas:
British Society Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, 2009) e CDS Method
(2009).

- Determinar qualitativamente a sensibilidade de H. pylori frente a
ciprofloxacina e claritromicina através de disco difusdo segundo Comite de

L’Antibiogramme de la Société Francgaise de Microbiologie (CA-SFM, 2007).
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5 AMOSTRA E METODOS

5.1 AMOSTRA

As amostras (culturas) de H. pylori foram oriundas dos projetos GPPG-
HCPA 09-175 “Desenvolvimento e validacdo de um novo meio de cultivo para
Helicobacter pylori” (Mestrado) e GPPG-HCPA 07-654 “Perfil de sensibilidade
de Helicobacter pylori a amoxicilina, claritromicina e ciprofloxacina no Rio

Grande do Sul, Brasil” (Doutorado).

Em ambos os estudos (09-175 e 07-654) foram realizados cultivos de
biépsias do antro de pacientes que necessitavam realizar endoscopia digestiva
com coleta de bidpsia por indicacdo médica no Centro Cirdrgico Ambulatorial
(CCA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Critérios de inclusao de individuos:

Realizacdo de endoscopia digestiva alta por indicacdo médica.
Assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

(Anexos | e 11).

Critérios de excluséo de individuos:
Cancer Gastrico com tratamento quimioterapico prévio.
Pacientes em tratamento de qualquer tipo de cancer.
Gastrectomia total e parcial.
Paciente cirrético em estado grave.
Plaquetopenia.
Pacientes que realizavam endoscopia para dilatacdo esofagica.
Pacientes que realizavam endoscopia para passagem de sonda.
Pacientes com nefropatia grave.
Varizes esofagicas.
Ligadura elastica de varizes esofégicas.

Impossibilidade de realizar biopsia gastrica.
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Tamanho da amostra

Foram avaliados 54 isolados de H. pylori, sendo 28 originérios do projeto
09-175 “Desenvolvimento e validacdo de um novo meio de cultivo para
Helicobacter pylori” (Mestrado), enquanto 26 foram do projeto 07-654 “Perfil de
sensibilidade de Helicobacter pylori a amoxicilina, claritromicina e ciprofloxacina
no Rio Grande do Sul, Brasil” (Doutorado). Todos os 54 isolados foram obtidos

de individuos diferentes (amostras néao repetidas).

Do montante das amostras utilizadas, 50 delas foram testadas
imediatamente ap6s seu crescimento em cultivo primario e apenas 4 isolados
de H. pylori encontravam-se estocados (duplicata) em criotubos com caldo
Brain Heart Infusion (Himedia, india) suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 5% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich, Alemanha), a -80°C.

O descongelamento (reativacéo) dos 4 isolados bacterianos foi feito por
inoculacao de aliquota de cada amostra em Agar Columbia Chocolate (Oxoid,
United Kingdom) e incubacdo a 37°C sob atmosfera de microaerofilia
(Microaerobac®, Probac do Brasil) durante 72 horas. Apos, foi adicionado 100
puL de caldo BHI (Himedia, india) na superficie de cada Agar Columbia
Chocolate (Oxoid, United Kingdom) sendo espalhado com alca de Drigalski, e
submetido a nova incubacao pelo mesmo periodo e sob as mesmas condi¢cdes
atmosféricas e de temperatura. O objetivo desta conduta foi obter maior
numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de cada amostra de H.
pylori. De modo semelhante, as outras 50 amostras de H. pylori (cultivo
primario) também foram subcultivadas em Agar Columbia Chocolate (Oxoid,
United Kingdom) juntamente com 100 pL de caldo BHI (Himedia, india) e
incubadas em condicbes de microaerofilia (Microaerobac®, Probac do Brasil)

durante 3 dias.

5.2 METODOS
5.2.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal.
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5.2.2. Metodologia

Cultivo de H. pylori

Todas as bidpsias de antro obtidas obedeceram a seguinte logistica:

a)

Cada fragmento (biopsia) de antro coletado foi preservado em
microtubos com 1 gota de solucao fisioldgica estéril, em temperatura

ambiente, por no maximo 3 horas.

b) A bidpsia foi semeada através de “imprint” (com alga bacteriolégica

d)

estéril) na superficie de meios de cultura seletivos para H. pylori: agar
Belo Horizonte® (Probac do Brasil), Agar Columbia (Oxoid,United
Kingdom) com 7% sangue de cavalo lisado suplementado com
DENT® (Oxoid, United Kingdom) e/ou “Meio 2”, desenvolvido no
projeto 09-175 (cuja formula ndo pbéde ser detalhada devido ao
processo de patente do mesmo). As placas semeadas foram
colocadas em jarra com gerador de microaerofilia (Microaerobac®,
Probac do Brasil) e incubadas a 36,5-37°C em estufa bacteriolégica
durante o periodo médio de 5 dias.

O crescimento sugestivo de H. pylori que aparece como coldnias
pequenas, circulares e translicidas no meio sem a solucdo marcadora
de colénia (PORTORREAL e KAWAKAMI, 2002) ou brilhantes no meio
com TTC (QUEIROZ et al., 1987) foi identificado através de provas
fenotipicas universalmente aceitas: morfologia caracteristica em
esfregaco corado pelo Gram (bacilo Gram negativo curvo ou em “S”),
urease positiva, catalase positiva e oxidase positiva (OTTH et al.,
2011).

Para fins de confirmacéo do isolamento e de identificacdo adequados
de H. pylori, sete culturas aleatodrias oriundas do projeto de Mestrado
09-175 foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) para sequenciamento
molecular. DNA bacteriano foi obtido utilizando a metodologia de
fervura (‘boiling’) a partir das col6nias que cresceram nas culturas.

Foram utilizadas cerca de cinco colénias de cada placa de meio de
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cultura de forma aleatodria utilizando ponteiras estéreis. As ponteiras
foram lavadas em 50 yL de agua de alto grau de pureza obtida por
osmose reversa (MilliQ, Millipore, USA). As amostras foram fervidas a
95°C durante 10 minutos em termociclador, resfriadas em gelo,
centrifugadas a 12.000g por 10 segundos, e armazenadas a -20°C até
sua utilizacdo. Aliquotas de 1 pL foram usadas nas reacdes em cadeia
de polimerase (PCR). As regides sequenciadas foram dos genes 23S
(fragmento de 98pb) e cagA (fragmento de 307 pb). Os fragmentos
amplificados foram sequenciados utilizando o0 sequenciador
automatico ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Foram realizadas duas reagcfes de sequenciamento para cada
amplicon, utilizando-se os iniciadores senso e antisenso. Os dados de
sequenciamento foram coletados utilizando o programa Data
Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) e a andlise dos
eletroferogramas foi realizada pelo software Sequencing Analysis
v.5.3.1 (Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos do
mesmo amplicon (iniciadores senso e antisenso) foram editadas e
montadas no programa SeqMan (DNAStar, Madison, Wisconsin,
USA). As sequéncias obtidas com cada montagem foram comparadas
estabelecendo-se a sequéncia final de cada amostra. As sequéncias
finais de cada amostra foram comparadas as sequéncias do GenBank
utilizando a ferramenta BLAST. Tal procedimento confirmou que os

isolados obtidos na cultura eram efetivamente H. pylori.

Todas as culturas correspondentes a H. pylori foram repicadas em Agar
Columbia Chocolate (Oxoid, United Kingdom) juntamente com 100 pL de caldo
BHI (Himedia, india) e incubadas em condicdes de microaerofilia
(Microaerobac®, Probac do Brasil) durante 3 dias. O crescimento abundante do
microrganismo foi utilizado para os testes de sensibilidade aos antimicrobianos

propostos.

A determinacdo da CIM aos antibiéticos claritromicina e amoxicilina foi
determinada através de duas padronizacbes diferentes: British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) e CDS Method. Adicionalmente, foram

testados o0s antibidticos ciprofloxacina (equivalente a levofloxacina) e
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eritromicina (equivalente a claritromicina) através de técnica qualitativa de disco
difusdo, descrita pelo Comite de L’Antibiogramme De La Societé Frangaise De
Microbiologie (CA-SFM).

De acordo com British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC)
(disponivel em  http://www.bsac.org.uk/susceptibility testing.cfm), foram

suspendidas colbnias frescas (2 a 3 dias) de H. pylori em agua destilada até
equivaléncia ao padréo 3 da Escala McFarland (9 x 10® UFC/mL) (ajustado em
Densimat®, Biomeriéux). Esta suspensao foi semeada na superficie de placas
Agar Mueller Hinton com 10% de sangue de cavalo (placas com diametro de 90
mm). ApoOs secagem da superficie do agar, foi aplicada uma fita de E-test® de
amoxicilina e claritromicina (bioMérieux, Franca) (uma fita por placa) e as
mesmas foram incubadas em estufa a 35°C sob atmosfera de microaerofilia
(Microaerobac®, Probac do Brasil) durante 3 a 5 dias. A leitura da CIM foi
definida pela regido de completa inibicdo do crescimento, conforme exemplo
ilustrativo na Figura 1 e foi realizada em 72 horas de incubacdo e novamente

em 96 horas de incubacéo.

Figura 1. Exemplo de determinacdo de CIM com de fita de E-test®
(bioMérieux, Franca). A zona onde a elipse se “fecha” é equivalente a CIM do

antimicrobiano contido na fita.

Os pontos de corte para definicdo de sensibilidade ou resisténcia

determinados pela BSAC sdo demonstrados na Tabela 1.


http://www.bsac.org.uk/susceptibility_testing.cfm
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Tabela 1. Breakpoints da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) segundo
a Padronizacao Britanica (BSAC, 2009).

Resistente Sensivel (pg/mL)
(Hg/mL)
Amoxicilina >1 <1
Claritromicina >1 <1

Segundo o CDS Method (2009) uma suspensao bacteriana equivalente
a 2 de McFarland (ajustado em Densimat®, Biomeriéux) foi preparada em
caldo BHI (Himedia, india), a partir de colénias com 72 horas de crescimento.
Um indculo abundante foi semeado na superficie de placas com Agar Columbia
Chocolate (Oxoid, United Kingdom) (placas com diametro de 90 mm) e, apos
secagem completa, aplicou-se uma fita do antimicrobiano por placa. A técnica
preconiza o emprego de discos de antibidticos de amoxicilina e eritromicina,
mas estes foram substituidos por fitas de E-Test® (bioMérieux, Franca) para
determinacdo da CIM. Esta troca se fundamentou na indisponibilidade no
mercado brasileiro de discos com concentracdo de 2 pg de amoxicilina e 5 ug
de eritromicina preconizados pelo CDS Method. A incubacéo das placas foi
realizada em microaerofilia (Microaerobac®, Probac do Brasil), a 35°C, por 3
dias. A leitura da CIM foi definida pela regido de completa inibicdo do
crescimento bacteriano, conforme exemplo ilustrativo da Figura 1 e sua

interpretacdo obedeceu aos valores de CIM apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Breakpoints da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) segundo
CDS Method (2009).

Sensivel (ug/mL)

Amoxicilina <1

Claritromicina <0.5

Nota: O CDS néo indica breakpoints de resisténcia para Amoxicilina e
Claritromicina.
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As concentragBes de ambos antibioticos (clartitromicina e amoxicilina)

contidas nas fitas de E-test® vao desde 0,016 pg/mL até 256 pg/mL.

Para realizacdo do teste de sensibilidade segundo a Padronizagao
Francesa (CA-SFM, 2007), foram suspendidas colonias frescas (72 horas) de
H. pylori em solucdo fisiologica até o equivalente a escala 3 McFarland
(ajustado em Densimat®, Biomérieux). Este in6culo foi semeado na superficie
de placas de agar Mueller Hinton com 10% de sangue de cavalo (diametro 90
mm). Posteriormente, foram aplicados os discos de eritromicina 15 pug e
ciprofloxacina 5 pg (Biorad, Franga). De acordo com esta padronizagéo, néo se
recomenda o teste com discos de amoxicilina, pois até 0 momento raras cepas

mostraram sensibilidade reduzida a este antimicrobiano (CA-SFM, 2007).

A incubacgédo foi feita em microaerofilia (Microaerobac®, Probac do
Brasil), a 35°C, durante trés dias (72 horas) e nova leitura em quatro dias (96
horas) para deteccdo de dupla populacdo. Ao término de cada periodo de
incubacéo (72 horas e 96 horas) o halo de inibicdo (diametro) foi mensurado
com uso de régua milimetrada e interpretado conforme pontos de corte

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Breakpoints da zona de inibicdo e sua concentracéo
correspondente segundo a Padronizacdo Francesa (CA-
SFM, 2007).

Resistente Sensivel

Halo mm (CIM pg/mL) Halo mm (CIM pg/mL)

Ciprofloxacina <20(>1) 220 (=1)
Eritromicina <17 (= 4) 222 (1)

Cada uma das escalas de McFarland devidamente preparadas e
ajustadas foram avaliadas através de coloracdo de Gram a fim de assegurar a
presenca de formas replicaveis (formas bacilares) para o teste de sensibilidade.

Uma gota de cada escala foi colocada sobre lamina de vidro limpa e
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desengordurada e apo0s secagem a temperatura ambiente, o esfregaco foi
fixado no calor. Posteriormente, realizou-se a coloragao de Gram e a lamina foi
observada em microscopio (Nikon) com aumento final de 1000 vezes. O
achado de formas bacilares curvas ou espiraladas Gram negativas e auséncia
de formas cocodides caracterizou a amostra como adequada para o teste de
sensibilidade aos antimicrobianos. A padronizacao CA-SFM permite a presenca
de até 10% de formas cocoides na suspensao em teste.

5.2.3 Andlise estatistica

Os resultados foram organizados em tabelas Excel (2007) e analisados
através do programa SPSS 17.0. Foi determinada a prevaléncia de resisténcia
aos diferentes antibioticos através de calculos percentuais. O grau de
concordancia entre as metodologias (padronizactes) foi avaliado pelo indice

kappa (k) e o nivel de significancia estabelecido em a=0,05.
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6. CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto utilizou amostras (culturas) de H. pylori oriundas do
projeto 09-175 “Desenvolvimento e validagdo de um novo meio de cultivo para
Helicobacter pylori” (Mestrado) cujo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo Il) foi devidamente assinado pelos participantes do mesmo.
Também foram utilizadas as culturas originadas pelo projeto 07-654 “Perfil de
sensibilidade de Helicobacter pylori a amoxicilina, claritromicina e ciprofloxacina
no Rio Grande do Sul, Brasil” (Doutorado) cujo Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Anexo |) também foi firmado pelos participantes.

7. SUPORTE FINANCEIRO

Este trabalho totalizou R$ 10.950,00 (dez mil novecentos e cinquenta
reais). O FIPE (Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos) financiou parte deste
investimento e a outra parte correspondeu a investimento de verba prépria da

autora do trabalho.
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8. RESULTADOS

Os valores da concentracao inibitoria minima (CIM) das amostras de H.
pylori frente & CLA oscilaram de inferior a 0,016 pg/mL até superior a 256
pg/mL (Tabela 4). Quatro isolados da bactéria demonstraram alto nivel de
resisténcia a CLA, com CIMs iguais ou superiores a 256 pg/mL. A resisténcia
a este antibidtico foi visivelmente detectada em 6 (11,1%) isolados de H.
pylori através da BSAC, enquanto o CDS Method a detectou em 7 (13%)
isolados. Contudo, a andlise estatistica demonstrou um grau de concordancia
(Kappa) muito bom entre os resultados obtidos através do CDS Method e
BSAC (k=0,913; p<0,001) (ALTMAN, 1998).

A CIM para a AMO variou de inferior a 0,016 pg/mL até 2 pg/mL
(Tabela 4). A resisténcia ao respectivo farmaco foi encontrada em apenas um
mesmo isolado (1,9%) de H. pylori em ambas as padronizacbes e foi
compativel com um baixo nivel de expressdo de resisténcia (CIM maxima
igual a 2 pg/mL). Ocorreu discordancia de uma diluicdo no valor da CIM entre
as metodologias quantitativas: 1,5 pg/mL na BSAC e 2 pg/mL no CDS
Method, fato que ndo modificou o resultado de “resisténcia”. A analise
estatistica revelou o maximo grau de concordancia (Kappa) entre as
metodologias CDS Method e BSAC (k=1,000; p<0,001). A amostra resistente
a AMO apresentou resisténcia simultanea a CLA (CIM 24 pg/mL).

Tabela 4. Variacbes de CIM para AMO e CLA e percentual de

resisténcia em 54 isolados de H. pylori.

Valores de CIM Isolados de
Antibidticos (ug/mL) H. pylori resistentes
0,016-256 n (%)
Claritromicina (CLA) <0,016 - >256 7 (13)
Amoxicilina (AMO) <0,016 - 2 1(1,9

A padronizacdo francesa (CA-SFM), uma metodologia qualitativa,

caracterizou os 54 isolados de H. pylori como “sensiveis” ou “resistentes” a
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CLA e a CIP (ciprofloxacina). Segundo esta padronizacdo, o antibiético
eritromicina (ERI) é equivalente a CLA, enquanto a CIP corresponde a
levofloxacina (LEVO). O teste de sensibilidade & AMO néo é recomendado nem
descrito uma vez que a respectiva padronizagcédo considera a resisténcia a este

farmaco um evento raro.

Os resultados desta Ultima padronizacdo demonstraram que as 7 (13%)
amostras resistentes a CLA corresponderam as mesmas detectadas pela
técnica quantitativa CDS Method (k=1,000 e p<0,001). O indice de resisténcia
para a CIP foi de 55% (Tabela 5) e um isolado de H. pylori apresentou
resisténcia simultanea a CIP e CLA (CIM >256 pg/mL).

Tabela 5. Resisténcia a CLA e CIP pela técnica qualitativa de disco
difuséo (CA-SFM) em 54 isolados de H. pylori.

Isolados de H. pylori resistentes

Antibidticos n (%)
Eritromicina* (CLA) 7 (13)
Ciprofloxacina (CIP) 3 (5,5)

*Eritromicina € equivalente a claritromicina.

O perfil global de resisténcia aos antibiéticos dos isolados de H. pylori

esta demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Perfil de resisténcia dos 9 isolados de H. pylori.

Perfil de resisténcia n (%)
Apenas Amoxicilina 0 (0)
Apenas Claritromicina 5 (55,6)
Apenas Ciprofloxacina 2 (22,2)
Claritromicina+Amoxicilina 1(11,1)

Claritromicina+Ciprofloxacina 1(11,2)
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Foram avaliados os dados de resisténcia aos antibiéticos versus

diagnostico endoscopico nas 9 amostras que se revelaram resistentes a um ou

mais farmacos. Percebeu-se que os individuos infectados por H. pylori com

resisténcia aos antibiéticos apresentaram uma propor¢cdo mais elevada de

Ulcera gastrica quando comparados aos individuos com H. pylori sensivel aos

antibioticos (p=0,069) (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise dos diagnésticos endoscépicos conforme perfil de

sensibilidade/resisténcia aos antibioticos.

Resistente  Sensivel

Diagnostico endoscopico (n=9) (n=45) p*
n (%) n (%)

Hérnia Hiatal pequeno porte 2 (22,2) 7 (15,6) 0,635
Ulcera géstrica 2 (22,2) 1(2,2) 0,069
Angiectasia em corpo gastrico 1(11,1) 0 (0,0) 0,167
Pangastrite endoscopica enantematosa 2 (22,2) 3(11,4) 0,190
leve
Placas de metaplasia no antro 1(11,1) 0 (0,0) 0,167
Gastrite endoscopica erosiva moderada 1(11,1) 0 (0,0) 0,167
corpo
Normal 2 (22,2) 6 (13,3) 0,608
Duodenite enantematosa leve 1(11,1) 0 (0,0) 0,167
Gastroduodenite endoscopica erosiva leve 1(11,1) 0 (0,0) 0,167

*Nivel de significancia p<0,05.
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9. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as taxas de resisténcia de H. pylori
aos antibioticos foram satisfatérias, com indice praticamente nulo para a

amoxicilina e baixo para ciprofloxacina e para a claritromicina.

A falha terapéutica no tratamento para erradicacdo de infeccdes por H.
pylori pode ser multifatorial, mas a principal causa é a resisténcia aos
antimicrobianos. A sensibilidade de H. pylori aos antibiéticos demonstra
variacdes entre os diferentes paises e é influenciada pelo uso prévio desses
farmacos. Por isso, o sucesso de um esquema terapéutico ndo permite a
generalizacdo dos resultados (GRAHAM, 1998) e torna-se relevante
fundamentar o tratamento no conhecimento prévio do indice de resisténcia
microbiana na comunidade local (HAN et al., 1999). Tal informacdo podera

promover o uso mais racional dos antibioticos.

Existem diferentes metodologias para determinar o perfil de
sensibilidade aos antibidticos e algumas delas contemplam testes para H.
pylori. Entre elas, encontram-se as padronizacdes australiana (CDS Method),
britanica (BSAC), americana (CLSI), francesa (CA-SFM), entre outras. Ao
eleger uma delas, € fundamental seguir as suas orientacdes detalhadamente a

fim de obter resultados confiaveis e reprodutiveis.

No presente estudo, foram utilizadas trés dessas metodologias em 54
isolados de H. pylori que permaneceram viaveis ap0s seu cultivo e subcultivo.
As técnicas quantitativas desenvolvidas foram as descritas em “BSAC” e “CDS
Method”, além da técnica qualitativa contida em “CA-SFM”. Os farmacos
testados foram a amoxicilina (AMO), claritromicina (CLA) e a ciprofloxacina
(CIP), sendo a AMO e a CLA considerados antibacterianos de primeira linha no

tratamento de erradicacdo de H. pylori no Brasil.

Em 9 (16,7%) dos 54 isolados de H. pylori foi encontrada a resisténcia a
pelo menos um antibiético (Tabela 6). A menor frequéncia deste evento foi
associada a AMO (uma amostra=1,9%). Efetivamente, os indices mundiais de
resisténcia a este antibacteriano sdo baixos e, por esta razdo, o mesmo é

frequentemente utilizado na terapéutica combinada de primeira linha. Em
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paises da América Latina foram descritas taxas de resisténcia & AMO inferiores
a 4%: 3,8% na Colombia (TRESPALACIOS et al., 2010), 2,2% no Paraguai
(FARINA et al., 2007), 2,3% no Chile (OTTH, et al., 2011) e n&o foi encontrada
resisténcia na Venezuela (URRESTARAZU et al., 2003), em Sao Paulo/Brasil
(EISIG et al., 2011), nem em outro estudo colombiano (ALVAREZ et al., 2009).

A sensibilidade & AMO é ainda maior nos demais paises do mundo. N&o
foram descritos isolados de H. pylori resistentes a AMO na Alemanha (WOLLE
et al., 2002), na Espanha (LOPEZ-BREA et al., 1997; DIAZ-RAGANON, et al.,
2006), nas Filipinas (DESTURA et al., 2004), na Tunisia (BEN MANSOUR et
al., 2010), entre outros. Ainda que a sensibilidade de H. pylori a AMO seja
muito satisfatoria, € importante o seu monitoramento, pois eventuais
resisténcias podem ocorrer. Um exemplo disso € caracterizado pelo achado de
23,9% dos isolamentos de H. pylori resistentes a AMO no Ird. Considerando
gue o indice de infeccao pela bactéria neste pais é extremamente elevado, &
provavel que o amplo uso deste antibiético no tratamento de erradicacéo possa
ter contribuido para o desenvolvimento dessas linhagens resistentes (ABADI et
al., 2011).

Ainda que seja um evento raro, o0 mecanismo de resisténcia de H. pylori
a AMO ¢é atribuido a mutacbes nas PBPs, particularmente na PBP1A que
apresenta maior afinidade por esse antibiotico que as demais PBPs. As
mudancas conformacionais produzidas pelas mutacdes diminuem a afinidade
da AMO pelo sitio de ligacéo, gerando as linhagens resistentes (GERRITS et
al., 2006). A mutacdo mais frequente é dada pela substituicdo da serina na
posicao 414 por arginina (S414R) (ORTIZ et al., 2006).

Felizmente, além do indice de resisténcia a AMO encontrado no
presente estudo ter sido bem baixo (1,9%), o nivel de expressdao de tal
resisténcia também foi infimo, ndo superando a CIM de 2 pg/mL. Em
contrapartida, no Chile, apesar das taxas de resisténcia a AMO serem baixas
(2,3%) foram encontrados isolados com expressivo nivel de resisténcia, com
CIM superior a 256 pg/mL (OTTH et al., 2011).

A CLA tem melhores propriedades farmacocinéticas que outros

macrolideos, é mais estavel que a eritromicina (ERI) em meio acido e penetra
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em altas concentragBes no tecido gastrico e muco, além de apresentar maior
tempo de meia vida (PICCOLOMINI et al.,, 1997). No presente estudo, sete
amostras (13%) de H. pylori foram resistentes & CLA e dados mundiais
demonstram que este indice é varidvel geograficamente. Os macrolideos sao
considerados antimicrobianos com boa atividade in vitro frente ao H. pylori e na
Europa a resisténcia primaria a esta classe oscila de 2 a 10%; contudo, na
resisténcia secundaria este percentual chega a 70-100% (GLUPCZYNSKI,
1998). De modo semelhante, na Africa a resisténcia primaria a claritromicina é
de 14,6% em adultos e 18,8% em criancas (BEN MANSOUR et al., 2010).
Dados revisados por Wang et al (2000) indicam niveis de resisténcia de 9,1%
no Japao, de 6,1 a 12,6% nos Estados Unidos e menor que 15% na Europa
(WANG et al., 2000).

Na Ameérica Latina, a resisténcia a CLA também é variavel com relatos
colombianos de 2,2% (ALVAREZ et al., 2009), 15% (RIVEROS et al., 2009) e
17,7% (TRESPALACIOS et al., 2010), no Chile é descrita entre 9,1% (OTTH et
al., 2011) e 20% (VALLEJOS et al., 2007) e 2,2% no Paraguai (FARINA et al.,
2007). No Brasil, também foram encontrados indices variaveis: em Sao Paulo
de 8% (EISIG et al., 2011) a 16% (RIBEIRO et al., 2003), em Belo Horizonte
17,3% (MAGALHAES et al., 2002) e 16,5% em Recife (LINS et al., 2010).

Tamanha diversidade nas taxas de resisténcia a CLA pode ser atribuida
a frequéncia de utilizacdo deste antibidtico em cada uma dessas regifes do
mundo. Estd comprovado que o uso prévio de macrolideos, como a
eritromicina e a azitromicina, induz a resisténcia cruzada a CLA (PAJARES-
GARCIA et al., 2007). Na Colémbia, Alvarez e colaboradores acreditam que o
indice de 2,2% seja atribuido ao baixo consumo deste macrolideo na
populacdo avaliada, uma vez que tal antimicrobiano ndo se encontra entre 0s
medicamentos disponibilizados pelo plano obrigatério de saude local
(ALVAREZ et al., 2009), fator que restringe o seu uso. Por outro lado, taxas
mais expressivas, como de 20% no Chile (VALLEJOS et al., 2007) representam
um dado de grande importancia ja que a CLA é um dos antibibticos
frequentemente utilizados nas terapias de erradicacdo. A resisténcia a CLA
diminui a eficacia da terapia antibiotica e é o principal fator de risco para falha

terapéutica. Em linhagens de H. pylori sensiveis a este antibacteriano as taxas
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de erradicacdo se aproximam de 88% (PAJARES-GARCIA et al., 2007). Assim,
de modo geral, estd sugerido que todo o antibidtico cuja resisténcia alcance
20% nao seja empregado na terapéutica anti-H.pylori (FUCCIO et al., 2008).

Embora o presente estudo n&o tenha contemplado avaliacbes de H.
pylori em nivel molecular, os polimorfismos genéticos do citocromo P450 2C19
(CYP2C19) e/ou da bactéria, como mutacdes pontuais na regido codificante da
subunidade ribossomal 23S do rRNA (MEGRAUD, 2004; MEGRAUD &
LEHOURS, 2007; DUCK et al., 2004) estdo diretamente envolvidos na
expressao fenotipica da resisténcia a CLA.

Entre os 7 isolados de H. pylori resistentes a CLA descritos neste
estudo, mais da metade deles (4) apresentou alto nivel de resisténcia ao
antibidtico com CIMs iguais ou superiores a 256 pug/mL. Tal achado sugere a
utilizacéo prévia de macrolideos na populacéo avaliada, gerando a resisténcia
cruzada a CLA em niveis muito expressivos. Em contrapartida, o trabalho
chileno de Otth e cols. revelou que todas as oito amostras de H. pylori
resistentes a CLA tiveram CIMs maximas de 64 pug/mL (OTTH et al., 2011).

Outro antibiotico avaliado neste estudo, a ciprofloxacina (CIP), faz parte
da classe das quinolonas e é um farmaco bactericida alternativo que demonstra
boa eficacia no tratamento anti-H.pylori. As quinolonas podem ser prescritas a
individuos alérgicos a AMO ou aqueles que apresentaram falha na terapia
tripla. O mecanismo de acao destes farmacos consiste em impedir a replicacao
do DNA bacteriano através da unido com a enzima DNA girase (RUBINSTEIN,
2001). Sua principal acdo ocorre na subunidade A da DNA girase (gyrA),
especificamente na regido determinante de resisténcia a quinolonas (QRDR -
guinolone resistance determining region) (BOGAERTS et al., 2006). O evento
da resisténcia a CIP é atribuido a mutacdes em QRDR, sendo as substituicdes
de aspartato por glicina (D91G) e asparagina por lisina (N87K) as mais
predominantes (GLOCKER et al., 2007).

Os niveis mundiais de resisténcia a CIP sdo relativamente baixos,
alcancando 2,4% no Teerd/lrd (SHOKRZADEH et al., 2011), 5,7% no Chile
(OTTH et al.,, 2011), 7,9% na Espanha (TORO et al.,, 2001) e 9,5% na
Alemanha (GLOCKER et al.,, 2007). Glocker et al. supdem que a maior
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expressdo de resisténcia a CIP descrita na Alemanha seja um evento que
ocorra rapidamente e que estd associado ao aumento no uso de
fluoroquinolonas pela populacdo. De modo semelhante as publicacdes
mundiais, os dados do presente estudo também revelaram uma taxa reduzida
de H. pylori resistente a CIP (5,5%). Este achado revela a possibilidade de seu
emprego na terapéutica de erradicacdo da bactéria, caso seja necessaria a
utilizacdo de antibiéticos ndo pertencentes a primeira linha de tratamento no
Rio Grande do Sul.

Por outro lado, estdo descritos casos menos comuns onde a resisténcia
a CIP é mais expressiva. Como exemplos, pode-se citar indices de
aproximadamente 21% em Portugal (CABRITA et al., 2000; PAJARES-GARCIA
et al., 2007) e de 35% no Norte do Ird (ABADI et al., 2011). Wang et al. (2010)
revelaram indices de resisténcia as quinolonas (ciprofloxacina-CIP,
levofloxacina-LVX e moxifloxacina-MOX) ainda mais alarmantes. O estudo
deste grupo indicou que as linhagens resistentes chegam a 55,7% na China e
gue todos os isolados de H. pylori que apresentaram resisténcia a CIP foram
igualmente resistentes a LVX e MOX (WANG et al.,, 2010). Assim, fica
evidenciada a relevancia do monitoramento local do perfil de sensibilidade aos
antibidticos em isolados de H. pylori, visando uma terapéutica mais

direcionada.

Embora as técnicas quantitativas, BSAC e CDS Method, empregadas no
presente estudo, tenham resultado em um grau de concordancia muito alto
(k=1,000 para AMO e k=0,913 para CLA) na identificacdo das linhagens
resistentes aos antibidticos, percebeu-se que no CDS Method a leitura da
elipse do E-test foi mais facilmente visualizada. Possivelmente isto esteja
relacionado com o uso do caldo BHI para o preparo do indculo de H. pylori no
CDS Method, enquanto na BSAC o inéculo foi preparado em agua destilada
estéril. O suporte nutricional oferecido pelo caldo BHI, um meio tamponado que
contém infusdo de cérebro de bezerro, infusdo de coracdo de boi, proteose
peptona, glicose, cloreto de sédio e fosfato dissddico (MANUAL OXOID, 2000)
deve ter promovido um crescimento mais confluente, permitindo a adequada
interpretacdo da CIM quando comparado ao crescimento do indculo feito em

agua destilada. Outro aspecto que também pode ter favorecido o crescimento
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mais abundante de H. pylori no CDS Method foi 0 uso de um meio de cultura
um pouco mais nutritivo (Agar Columbia Chocolate) que aquele empregado na
BSAC (Agar Muller Hinton Sangue). A base do Agar Columbia Chocolate
contém peptona, amido, cloreto de sédio e 4gar (MANUAL OXOID, 2000) e a
adicdo de sangue de cavalo a base com temperatura elevada (80°C) faz com
gue as hemacias lisem, liberando hemina e hematina, que sao compostos
fundamentais para o crescimento de microrganismos exigentes (ANVISA,
2004).

Assim, a combinacao destes dois aspectos nutricionais, o uso de caldo
BHI no preparo do indculo e o emprego de Agar Columbia Chocolate no teste
de sensibilidade, seguramente proporcionou um melhor desenvolvimento da
bactéria no teste de sensibilidade segundo o CDS Method quando comparado
a outra padronizacéo quantitativa (BSAC).

Outro aspecto favoravel na metodologia quantitativa descrita no CDS
Method diz respeito ao tempo de incubacdo: sdo necessarios 3 dias em
microaerofilia, enquanto que na BSAC deve-se incubar entre 3 a 5 dias, sob a
mesma atmosfera de microaerofilia. Este maior periodo € recomendado para
visualizacdo de subpopulacdes da bactéria que poderdo mudar a interpretacéo
do resultado de sensibilidade. Em nosso estudo, foi constatada a importancia
dessa leitura tardia: em 3 dias de incubacdo na BSAC ndo se observou a
subpopulacao de H. pylori resistente a CLA em uma amostra, mas este evento
foi visualizado ap0s 4 dias de incubacdo. Assim, a padronizacdo quantitativa
CDS Method parece ser mais vantajosa também pela possibilidade de leitura

em apenas 3 dias de incubacao.

A técnica de disco difusdo proposta pela CA-SFM (qualitativa)
demonstrou resultados de resisténcia equivalentes aos obtidos pelo CDS
Method (quantitativa) para o antibiotico CLA (k=1,000 e p<0,001), com a
vantagem de ser realizada com custo muito inferior. Cada fita de E-test CLA
utilizada tem um valor de aproximadamente R$ 10,00 enquanto cada disco do
mesmo antibiético custa cerca de R$ 0,50. Desta forma, se encoraja 0 emprego
da padronizacdo francesa (CA-SFM) para estudos de sensibilidade frente a

este antibidtico. Paralelamente, a luz da concordancia dos resultados
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encontrados para a CLA na comparacdo quantitativa versus qualitativa (CDS
Method versus CA-SFM), acredita-se que os achados de resisténcia para CIP
observados por esta mesma técnica de disco difusdo estejam corretos e que
devem refletir o verdadeiro panorama de resisténcia dos isolados de H. pylori
avaliados. Desta forma, parece interessante o emprego da referida técnica
qualitativa para rastreamento do perfil global de resisténcia aos antibiéticos,
com 6tima relagdo custo-beneficio. Contudo, um importante inconveniente da
CA-SFM é a ndo recomendacdo de teste de sensibilidade a AMO, fato que

excluiria este farmaco do monitoramento por esta técnica de menor custo.

Indubitavelmente, ao avaliar o fenétipo de resisténcia aos antibiéticos de
qualquer microrganismo € fundamental empregar uma metodologia
padronizada, que descreva o conjunto de procedimentos a serem seguidos
visando a obtencéo de resultados confiaveis e reprodutiveis. Tais informacdes
descreverdo, por exemplo, desde o preparo do indculo bacteriano (a
guantidade uniformizada da bactéria a ser testada), os meios de cultura que
serdo empregados, as condi¢cdes de incubacao (tempo, temperatura, atmosfera
gasosa) até os critérios de interpretacdo do teste (pontos de corte ou
breakpoints). Neste contexto, diferentes padronizacdes estabelecem os
requerimentos para verificar a sensibilidade de H. pylori frente aos antibioticos
mais comumente utilizados na terapéutica de sua erradicacdo. Como
exemplos, pode-se citar a padronizacao britanica (BSAC), a australiana (CDS
Method), a francesa (CA-SFM), a americana (CLSI), entre outras. Contudo,
nem todas elas contemplam testes com 0s mesmos antibiéticos: o estudo de
sensibilidade para a AMO néao esta descrito na CA-SFM, mas esta claramente

caracterizado nas padroniza¢des CDS Method e BSAC.

Os testes de sensibilidade desenvolvidos no presente estudo
contemplaram todos os aspectos descritivos indicados em cada uma das
padronizacbes (CDS Method, BSAC e CA-SFM). Foram empregados os meios
de cultura recomendados, respeitaram-se as recomendacdes do preparo do
in6culo de H. pylori e condi¢cdes de incubacgéo, foram testados os antibioticos
compativeis com cada metodologia e a leitura interpretativa (breakpoints)

também seguiu os parametros individuais de cada padronizacdo. Desta forma,
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se considera que os resultados encontrados foram adequados, confiaveis e sao

reproduziveis.

Por outro lado, muitas publicacbes acerca do perfil de sensibilidade de
H. pylori aos antibidticos podem ter seus resultados questionados devido a
erros metodolégicos. Tais trabalhos ndo seguem uma padronizacédo
internacional, fazendo com que a interpretacdo dos indices de resisténcia aos
antibacterianos requeira cautela. Como exemplo destas incongruéncias, um
trabalho indiano testou diferentes antibidticos (ciprofloxacina, gatifloxacina,
moxifloxacina, levofloxacina, norfloxacina, ofloxacina, amoxicilina, claritromicina
e metronidazol) por disco difusédo e os resultados foram interpretados segundo
a padronizacdo americana (CLSI) (KUMALA & RANI, 2006). Porém, o CLSI
recomenda o teste somente por agar diluicdo e nao por difusdo de disco, além

de descrever apenas a claritromicina como antibiotico a ser avaliado em H.

pylori.

De modo semelhante, outro estudo avaliou a sensibilidade de isolados
de H. pylori frente a amoxicilina (AMO), claritromicina (CLA), metronidazol
(MET) e tetraciclina (TET) com fitas de E-test e indculo equivalente a 3 de
McFarland. Um ponto bem controverso foi a eleicio dos critérios
interpretativos: a CLA seguiu os pontos de corte para agar diluicdo do CLSI, o
MET teve seus breakpoints definidos segundo estudos multicéntricos, enquanto
TET e AMO foram interpretados segundo parametros de outros
microrganismos descritos no CLSI (TORO et al., 2003). Outro exemplo de teste
de sensibilidade equivoco pode ser observado no trabalho espanhol de Diaz-
Regafnon (2006). H. pylori foi testado frente a CLA e MET por E-test, AMO e
TET por disco difuséo, além do teste de todos estes farmacos também por agar
diluicdo. O in6culo de H. pylori empregado foi descrito somente na técnica de
agar diluicdo (2 McFarland) e se desconhece o in6culo bacteriano utilizado no
E-test e disco difusdo. Para interpretacdo do resultado de sensibilidade foram
utilizadas duas padronizacdes diferentes: CLSI para CLA e BSAC para 0s
demais antibiéticos (DIAZ-REGANON et al., 2006).
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Diante do exposto percebe-se que tamanhas incoeréncias
metodoldgicas ndo podem refletir em resultados confiaveis e se recomenda

cautela ao considerar os achados demonstrados por publicacdes semelhantes.

Por fim, o presente trabalho avaliou os dados de resisténcia versus
diagnéstico endoscépico nas 9 amostras de H. pylori resistentes a um ou mais
antibiéticos. Os individuos infectados por linhagens resistentes apresentaram
uma proporcdo maior de Ulcera gastrica que os infectados com H. pylori
sensivel aos antibidticos. Diferentes estudos, entre eles o do grupo de Ben
Mansour e cols. mencionou que ndo ha diferencas na prevaléncia de
resisténcia segundo o status da doenca (BEN MANSOUR et al., 2010), mas
outro estudo descreveu o contrario e concluiu que pacientes com Ulcera
duodenal e dispepsia ndo ulcerativa devem ser geridos de forma diferente na
pratica médica e devem ser considerados de forma independente em ensaios
de erradicacdo (BROUTET et al., 2009). Como a diferenca estatistica
encontrada no presente estudo foi limitrofe (p=0,069), acredita-se ser
necessaria uma maior amostragem a fim de verificar se, efetivamente, os
individuos com ulcera gastrica sdo mais infectados com linhagens da bactéria

com menor sensibilidade aos antibacterianos na regidao de Porto Alegre.

Entre as limitagcbes do presente estudo, cabe destacar o numero
amostral. Apesar de 342 individuos submetidos a endoscopia terem participado
do estudo, o cultivo e subcultivo da bactéria de interesse s6 foi possivel em 54
isolados de H. pylori. E necesséaria uma maior amostragem da bactéria para
confirmacado da tendéncia do padrao de resisténcia aos antibiéticos observado
até o momento. Além disso, outro aspecto que poderia ser explorado diz
respeito ao teste de sensibilidade aos antibiéticos com a inclusdo de outros
farmacos anti-H. pylori, como o metronidazol e a tetraciclina. Isso permitiria o
conhecimento do padréo local de resisténcia a todos os antibioticos atualmente

disponiveis na terapéutica de erradicacao.
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10. CONCLUSOES

a) Considerando a baixa taxa de resisténcia a AMO descrita nos
isolados de H. pylori avaliados (1,9%) sustenta-se 0 seu emprego na

terapéutica empirica de primeira linha na populacao local de Porto Alegre.

b) Apesar da resisténcia a CLA ter sido mais expressiva (13%) que
aquela observada na AMO, ndo se desencoraja 0 seu emprego na terapia
combinada com AMO uma vez que o indice dessa resisténcia nao se
aproximou do indice limite de 20%.

c) As elevadas taxas de sensibilidade de H. pylori & CIP (94,5%)
sugerem que este pode ser um farmaco util na terapéutica de erradicacéo entre

os individuos de Porto Alegre (RS).

d) Os resultados das padronizacdes quantitativas CDS Method e BSAC
foram equivalentes e a primeira delas permitiu a interpretacdo dos resultados

de forma mais evidente.

e) A padronizagdo CA-SFM forneceu resultados de claritromicina

equivalentes as padronizacfes quantitativas.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PROJETO 07-654

“Perfil de sensibilidade de Helicobacter pylori a amoxicilina, claritromicina e

ciprofloxacina no Rio Grande do Sul, Brasil”.
G.P.P.G: 07-654 FICHA #

PACIENTE

JUSTIFICATIVA:

Os pesquisadores deste estudo pesquisam a bactéria Helicobacter pylori que é
muito comum entre a populacdo, chegando a 60-80% no estado do Rio Grande do
Sul. Este microrganismo causa diversos sintomas relacionados ao estémago como:
dor, estufamento, digestéo dificil e, também, est4 associado a Ulceras (pequenas
feridas no estdbmago), entre outras doencas do estbmago. Para que os pesquisadores
possam estudar esta bactéria no laboratério sédo necessarios pequenos fragmentos do
estdbmago (bidpsias).

Os participantes deste estudo serdo pacientes que necessitem, por indicacdo
médica, realizar endoscopia digestiva com coleta de pequenos fragmentos do
estbmago (bidpsias) no HCPA. O exame de endoscopia digestiva permite que o
médico examine o seu esb6fago (canal da comida) e estbmago, sem causar dor. O
exame consiste na sedacao venosa (um remédio que da sono é introduzido através de
puncdo de uma veia), colocacdo de um anestésico local (xilocaina) em spray na
garganta e introducdo de um tubo flexivel e longo, através da sua boca. Caso vocé
concorde em participar deste estudo, durante o exame de endoscopia 0 médico
coletard 3 pedacinhos do seu estbmago (biépsias) adicionais. As complicacbes do
exame de endoscopia com biopsias sdo muito raras (menos de 1 em 1000 exames),
mas podem necessitar de tratamento urgente. Como vocé sera examinado por
médicos com muita experiéncia neste tipo de exame, os riscos ficam bastante
reduzidos.

Com um dos pedacinhos de estbmago (bidpsia) serd realizado o Teste da
Urease, o qual identifica a presenca da bactéria no estbmago em até 24h; as outras 2
biépsias serdo utilizadas para os testes de laboratério de Helicobacter pylori que,
futuramente, podera nos trazer maior conhecimento sobre esta bactéria.

As realizagbes destes testes ndo terdo custo adicional. Vocé serd informado
sobre o resultado do Teste da Urease. Caso vocé queira deixar de participar deste
estudo, ndo haverad nenhum prejuizo em seu acompanhamento no HCPA.

A assinatura desse consentimento informado dard autorizacdo aos
pesquisadores do estudo de utilizarem os dados obtidos somente para fins cientificos,
incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre preservando a identidade dos pacientes.

Eu, , fui
informado (a) dos objetivos e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e
detalhada.
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Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei
solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento ao Dr Luiz Edmundo Mazzoleni
(telefones 51- 96780843 ou 51- 33598307) e a Simone Ulrich Picoli (telefones 51-
81795000 ou 51- 33598307). Além disso, terei liberdade de retirar meu consentimento
de participacdo na pesquisa durante o andamento da mesma, sem qualquer prejuizo
ao meu acompanhamento no HCPA.

Eu também poderei esclarecer quaisquer dlvidas com relagdo a esta pesquisa
através de contato com o Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(Professora Nadine Clausel) (telefone do Comité de Etica 51- 33597640).

O profissional certificou-me
de que as informacdes por mim fornecidas terdo carater confidencial.

Fui informado/(a) que todos os custos relacionados a exames diagnosticos e
tratamento médico serdo cobertos por verbas proprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participacdo nesta pesquisa.

Porto Alegre, de de 20

Assinatura dos participantes:

PACIENTE

TESTEMUNHA (nos casos especiais)

INVESTIGADOR
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PROJETO 09-175

Desenvolvimento e Validagdo de um Novo Meio De Cultivo Para Helicobacter pylori.

G.P.P.G: 09-175 FICHA #

PACIENTE

JUSTIFICATIVA

A bactéria Helicobacter pylori possui uma freqiiéncia muito elevada na
populacdo mundial,chegando a 60-80% no estado do Rio Grande do Sul. Este
microrganismo esta associado a diversas doencas do estdmago como: Ulcera péptica,
adenocarcinoma gastrico e linfoma do tipo MALT. Também possui uma provavel
associacdo na dispepsia, na doenca do refluxo gastro esofagico e em manifestacdes
extra digestivas. Para que possamos estudar esta bactéria necessitamos de pequenos
fragmentos do estdmago (bidpsias), para que estes sejam cultivados no laboratorio.

Os participantes deste estudo serdo pacientes que necessitem por indicacdo
médica realizar endoscopia digestiva com coleta de bidpsia no HCPA. Serdo
coletados 4 bidpsias adicionais do seu exame para este estudo, esta coleta trara
riscos considerados despraziveis ao seu exame. Com uma das bidpsias sera
realizado um teste chamado de Teste da Urease, o qual identifica a presenca da
bactéria no estbmago em até 24h, a outra biopsia sera utilizada para tentar
desenvolver e validar um meio de cultivo para o Helicobacter pylori e futuramente
poder nos trazer maior conhecimento sobre esta bactéria. As realizacdes destes
testes ndo terdo custo adicional para o paciente. Os pacientes serdo informados do
resultado do Teste da Urease.

A assinatura desse consentimento informado dard autorizacdo aos
pesquisadores do estudo de utilizarem os dados obtidos somente para fins cientificos,
incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre preservando a identidade dos pacientes.

Eu, , fui
informado (a) dos objetivos e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e
detalhada.

Todas as minhas didvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei
solicitar novos esclarecimentos a qualguer momento ao Dr Luiz Edmundo Mazzoleni
(telefone 51- 96780843) ou a Laura De Bona (telefones 54-99443330 ou 51-
33598974). Além disso, terei liberdade de retirar meu consentimento de participagao
na pesquisa durante o andamento da mesma.
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Vocé podera também esclarecer quaisquer duvidas com relacdo a esta pesquisa
através de contato com o Comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(Professora Nadine Clausel).

O profissional certificou-me
de que as informacdes por mim fornecidas terao carater confidencial.

Fui informado/(a) que todos os custos relacionados a exames diagndsticos e
tratamento médico serdo cobertos por verbas proprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participagdo nesta pesquisa.

Porto Alegre, de de 20__

Assinatura dos participantes:

PACIENTE

TESTEMUNHA (nos casos especiais)

INVESTIGADOR

ORIENTADOR / COORDENADOR DO PROJETO




ANEXO 3

RESUMO ESQUEMATICO DOS PROCEDIMENTOS

Aplicacdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido
(Projetos 07-654 e 09-175)

l

Obtencao de bidpsias de antro
durante a endoscopia digestiva alta

l
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LABORATORIAIS

Processamento das biopsias em meios de
cultura seletivos para H. pylori e
incubac&o em condicdes adequadas

/\

Cultura negativa para
Helicobacter pylori

Cultura positiva para
Helicobacter pylori

A 4

\ 4

Descarte da amostra Provas

urease(+),
(bacilos Gram negativos curvos ou S)

fenotipicas de identificagdo:
catalase(+), oxidase(+), Gram

A

Subcultivo com caldo BHI e incubagéo
em condi¢des adequadas

A

Testes de sensibilidade aos antibiéticos
(CDS Method, BSAC e CA-SFM)




