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SUMMARY

Bacterial resistance to antibiotics represents one of the most important factors of treatment failure for infec-
tious diseases. In Helicobacter pylori (HP) infection, this aspect is of dramatic importance when considering era-
dication therapy which according to the most recent consensus conference implies an association of a proton
pump inhibitor (PPI) and two antibiotics (mainly nitromidazoles, macrolides and beta-lactames).

Beside the strong recommendation after treatment failure, in-vitro test of resistance of the mostly used antibio-
tics, has gained also an increasing importance over time due to the progressive increase of resistance observed
with most used substances as, for example, macrolides.

Metronidazole (MTR) and Clarithromycin (CLA) are almost routinely tested in our laboratory in cultures from HP-
positive gastric biopsies using the disk diffusion technique (fig. I), in-vitro resistance to Amoxicillin (AMX) is only
tested if specifically requested from the clinician.

A retrospective analysis of culture results from gastric biopsies taken during gastroscopy performed in the endo-
scopy unit of our hospital over the last quinquennial, allowed us to monitor the prevalence of HP resistance to
MTR e CLA and to assess their possible relationship with age and gender. Furthermore we studied the impact
of resistance on typer of eradication therapy as well as the onset of secondary resistance and the stability of
CLA resistance.

We have therefore considered an overall number of 1039 HP-positive cultures. Among them, 54,3% were resi-
stant to both antibiotics being 34,7% resistant to MTR, and 18,6% resistant to CLA, and 12,1% resistant to both
substances (fig.2).

According to gender, data on antibiotic resistance of HP, show no difference for CLA (17,2% for & and 20,1%
for Q),whereas MTR resistance is significantly more frequently observed in women ( 29,3% for " and 40,1%9).
This result may probably be related to the use of MTR by ginecologist for pelvic infection. Based on the anti-
biotic association, it may be speculated a synergic activity of the combination of MTR and CLA. In a group of
patients (n= 19) after eradication failure, a secondary antibiotic resistance was observed in 36,9%; namely 21,1%
for MTR and 15,8% for CLA. In-vitro stability of resistance of the latter substance was 59,1%.

RELAZIONE:

La resistenza dei batteri agli antibiotici costi-
tuisce un importante fattore di fallimento del
trattamento delle malattie da infezione. Nel
caso di infezione da Helicobacter pylori (HP)
il fenomeno diviene particolarmente importan-
te quando si intraprende una terapia eradican-
te che, secondo le pitl consolidate e recenti
linee-guida emanate nelle ultime Consensus
Conferences , comporta I’impiego simultaneo di
un inibitore della secrezione gastrica (PPl) e
di due sostanze antibiotiche (per lo pill nitroi-
midazoli , macrolidi , betalattamici).

Il saggio in vitro quindi della resistenza alle
sostanze antibatteriche pit utilizzate nei proto-
colli di eradicazione di HP, ha assunto nel
corso degli anni maggior importanza soprat-
tutto in relazione al progressivo aumento delle
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resistenze registrato nei confronti di alcune
molecole molto utilizzate (es. macrolidi) , oltre
ad essere fortemente raccomandato dopo un
insuccesso della terapia eradicante (Mastricht 2-
2000 Consensus Report).

In laboratorio le prove di sensibilita di HP agli
antibiotici maggiormente utilizzate sono 1’agar
dilution, ’e-test , il FISH test (fluorescent in situ
hybridization) e, quello da noi utilizzato, il
“disk diffusion” o Kirby-Bauer modificato.
Quest’ultima, tecnica semplice e riproducibile,
presenta numerosi vantaggi tra cui il basso costo
e la facile interpretazione dei risultati che peraltro
rispetto alle altre due metodiche citate sono sol-
tanto di tipo qualitativo. Anche se NCCLS non
ha emanato criteri interpretativi chiari , ormai
numerosi studi internazionali hanno basato le loro
conclusioni utilizzando “disk diffusion” come
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metodo di misura della sensibilita di HP agli
antimicrobici. Per esperienza personale con que-
sta metodica consiglio innanzitutto di utilizzare
colture giovani (non piu di 2-3 gg.) per limitare al
massimo la presenza di forme coccoidi e di segui-
re alcuni semplici accorgimenti : sospensioni per
sub-colture a 3-4 McFarland di torbidita , utiliz-
zo per le sub-colture di piastre di Mueller-Hinton
agar addizionate col 5% di sangue di montone (O
9 mm.) su cui testare contemporaneamente non
piu di 3 dischetti impregnati di antibiotico , alle-
stimento delle piastre stesse con porte e finestre
ben chiuse ad evitare facili inquinamenti da mice-
ti, condizioni di incubazione delle piastre, che si
comincieranno ad osservare dopo 2 giorni , simi-
li a quelle delle colture primarie (CO: tra 5-10%,
0: tra 5-7% ed umidita intorno al 95%).

Mentre la resistenza in vitro di Amoxicillina
(AMX), antibiotico largamente utilizzato nei pro-
tocolli di eradicazione di HP, viene saggiata nel
nostro laboratorio solo su specifica richiesta del
clinico specialista, Metronidazolo (MTR) e
Claritromicina (CLA) vengono testati di routine
nelle colture da biopsie gastriche positive per HP.
Un’analisi retrospettiva dei risultati delle prove di
sensibilita, riferite all’ultimo quinquennio, delle
colture di HP da biopsie gastriche prelevate in
corso di esame gastroscopico, eseguito negli
ambulatori di Endoscopia digestiva del nostro
ospedale, ci ha permesso di monitorare in partico-
lare le prevalenze di resistenze di HP a MTR e
CLA in relazione a fasce d’eta , al sesso, alla
significativita sulla percentuale di eradicazione
anche in riferimento al protocollo di terapia adot-
tato , all’ eventuale sviluppo di resistenze secon-
darie e di studiare /a stabilita della resistenza in
ceppi CLAresistenti.

Sono state considerate 7039
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tate resistenti ad entrambe le sostanze antimicro-
biche il 54,3% (n = 565) (fig.2).
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Figura 2

In particolare il 34,7% (n = 361) era resistente a
MTR , il 18,6% (n = 193) resistente a CLA ed il
12,1% (n = 126) presentava una doppia resisten-
za (fig.3).
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colture HP positive prove-
nienti da pazienti che nei tre
mesi precedenti 1’esame
gastroscopico non avevano
assunto antibiotici , né ave-
vano iniziato alcuna terapia
di eradicazione per HP. Il
saggio di sensibilita a MTR
e CLA ¢ stato effettuato con
la tecnica “disk diffusion”
utilizzando dischetti da 5Smg
per MTR e da 15 mg per
CLA su terreno Mueller-
Hinton agar addizionato con
5% di sangue di montone e
con le condizioni di incuba-
zione schematizzate in figu-
ra 1.

Di queste colture sono risul-
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Andando a valutare [’incremento delle resistenze
nel quinquennio considerato si puo osservare il
passaggio per MTR dal 32,8% nel 1998 al 36,5%
a fine 2002 , mentre per CLA si passa dal 15,1%
nel 1998 al 22,2% a fine 2002 (fig.4)

Prevalenza di resistenze a MTR ¢
CLA per anno ( 1998 - 2002 )
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Figura 4

Per quanto riguarda la distribuzione della preva-
lenza di resistenze in relazione alle fasce di eta ¢
evidente che mentre per MTR , a parte la classe
<35 anni ( 30,5%) , le altre classi d’eta non pre-
sentano variazioni significative tra di loro (da
35,5% a 36,5%) , mentre per CLA partendo da un
11,8% per la classe <35 anni si arriva ad un mas-
simo di 25,8% per quella >65 anni passando da
un picco di 19,8% per la classe 50-65 anni

(fig.5)

Prevalenza di resistenze a MTR e
CLA per fasce d’eta ( 1998 - 2002 )
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Analizzando la prevalenza di resistenze in rela-
zione al sesso si puo notare (fig. 3) come mentre
per CLA non sia significativa ( 17,2% per O e
20,1% per Q) per MTR é fortemente dipen-
dente (29,3% per & e 40,1% per @), cid soprat-
tutto perché MTR viene notoriamente impiegato
in ambito ginecologico in caso di infezioni pelvi-
che (fig.6).

L’analisi dei dati delle percentuali di eradicazione
di HP in relazione alla sensibilita/resistenza in
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vitro del ceppo di HP in esame in un gruppo
ristretto (n = 111) di pazienti HP positivi (fig. 7),
ed ancor di piu la distinzione di quelle percentua-
li in base al protocollo di terapia adottato (fig. 8),
permettono di evidenziare come la resistenza in
vitro di MTR appaia scarsamente rilevante da un
punto di vista clinico [% di eradicazione sovrap-
ponibile (89% per MTRres vs.91% per
MTRsens)], mentre la resistenza in vitro di CLA
ha un notevole impatto nella terapia di eradica-
zione con riduzione notevole del tasso di eradica-
zione stesso (65% per CLAres vs. 91% per

Resistenze a MTR e CLA
in relazione al sesso

Sesso | n MTRR CLArR %oMTRrR %oCLAR

M 547 162 94 29,31 17,18

F 492 199 929 40,14 20,12

Totale 1039 361 193 34,7 18,6
Figura 6
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CLAsens). Risulta inoltre evidente una sorta di
sinergismo nell’ attivita eradicante quando MTR e
CLA vengono impiegati contemporaneamente.
In un gruppo (n =19) di pazienti HP positivi , in
cui era stato intrapreso, con insuccesso, il tratta-
mento terapeutico eradicante , ¢ stata rilevata 1’in-
sorgenza di resistenze secondarie (36,9%) ; in
particolare il 75,8% aveva una resistenza secon-
dariaa CLA edil 21,1% a MTR (fig. 9).
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lita a CLA nel 40,9% dei ceppi (fig. 11).

In conclusione, nella nostra area geografica, la pre-
valenza di resistenza a MTR é pressoché doppia
percentualmente rispetto a quella di CLA (fig. 12)
Quest’ultima risulta maggiore nel sesso femmini-
le e comporta un notevole impatto, a differenza di
quella riferita a MTR, nella terapia di eradicazio-
ne con riduzione notevole del tasso di eradicazio-
ne stesso.

Resistenze secondarie a CLA e MTR
(pazienti HP positivi dopo trattamento con TT)
Pazienti non eradicati n =19

Almeno una resistenza secondaria 7/19 =36,9%

di cui
cr4 i & MTR
n=3i19 W n=419
= -
15.8 %
C Vomm® 211%
Figura 9

Opinioni discordi vi sono poi, da parte di diversi
studiosi dell’argomento, sulla stabilita della resi-
stenza a CLA da parte di HP. E’ stato percio preso
in esame un gruppo di pazienti HP positivi e CLA
resistenti (n = 22): i ceppi CLA resistenti sono
stati sub-coltivati fino a 20-25 volte su piastre di
Mueller-Hinton agar con 5% di montone in pre-
senza di un dischetto di CLA da 15 ug ed osser-
vati ogni 3-5 giorni per valutare /’eventuale riac-
quisizione della sensibilita a CLA (fig. 10).

Stabilita di resistenza a CLA:
metodologia

Subcoltura in MH
con 5% sangme di

o 4O
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CLA ‘
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Figura 10

Le colture rimanevano resistenti a CLA dopo 20-
25 subcolture nel gruppo citato, abbiamo cio¢
notato una stabilita di resistenza a CLA, nel
59,1% dei casi con un ritorno quindi alla sensibi-
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Stabilita di resistenza a CLA
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Figura 11

Prevalenza di sensibilita e resistenza
in vitro a MTR e¢ CLA
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Figura 12

E’ consigliabile la prova di sensibilita in vitro agli
antibiotici, soprattutto prima dell’impiego di un
macrolide nella terapia di eradicazione di HP e, a
maggior ragione, dopo fallimento della terapia
stessa (fig. 13).

E comunque opportuno tener presente che, in
vivo, la terapia multipla si avvale dell’azione
sinergica di un PPI e 2 antibiotici (azione sul PH
e batteriostatica + azione battericida) che limita
notevolmente la comparsa di resistenze e comun-
que ne minimizza gli effetti (fig. 14).
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