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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de dois esquemas
comumente empregados para a erradicagao do Helicobacter pylori € o impacto da

resisténcia bacteriana nas taxas de erradicagao.

Noventa e dois pacientes Helicobacter pylori-positivos com doencga
ulcerosa péptica ulcerosa, comprovada através de endoscopia digestiva alta,
foram randomizados e receberam, durante sete dias um dos tratamentos:
lansoprazol 30 mg, amoxicilina 1000 mg e claritromicina 500 mg (todos em duas
tomadas diarias), ou subcitrato de bismuto 120 mg, tetraciclina 500 mg (ambos em
quatro tomadas diarias) e furazolidona 200 mg (em duas tomadas diarias). A
presenca de Helicobacter pylori foi investigada trinta dias ap6s o término da

terapia medicamentosa, através de nova endoscopia digestiva alta.

Cinco pacientes de cada grupo de estudo nao retornaram para o
seguimento. Ambos os tratamentos resultaram em taxas similares de erradicagao
do H. pylori: 66%-60% (pelo protocolo) e 59%-52% (intengédo de tratar) no grupo A
e B, respectivamente. Entretanto, na auséncia de resisténcia bacteriana a
claritromicina ou amoxicilina, foi encontrada taxa de erradicacao de 79%.

Pode-se concluir que, a resisténcia primaria a claritromicina ou amoxicilina
pode estar encobrindo um potencial, sério e nao reconhecido problema na
erradicacdo do Helicobacter pylori. Testes de susceptibilidade a antimicrobianos

tornam-se necessarios para melhorar a eficacia terapéutica.
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Introducao

1.1. HISTORICO

Ha mais de 100 anos, sabe-se que uma bactéria com a forma espiralada
esta presente em estdmagos de animais. A primeira descricdo destes organismos
em humanos foi feita no ano de 1906, através de estudos envolvendo pacientes
com cancer gastrico, seguida pela demonstracdo de atividade da enzima urease
no estdmago em 1924. No ano de 1954, postulou-se que a presenca da bactéria
nao passava de contaminagdo da mucosa gastrica, ocorrendo um certo descaso
com as pesquisas e publicacdes nessa area, desde entdo. Apés um hiato de 20
anos, foi constatada a presenga de um microorganismo na superficie luminar das
células do epitélio gastrico de pacientes com ulcera gastrica, e sugerido que fosse
uma bactéria de conformacido espiralada (AXON & QUINA, 1994; HEATLEY,
1995). No final do século passado, mais precisamente em 1983, uma das
principais descobertas no campo da microbiologia gastrica (o isolamento do
Helicobacter pylori através de bidpsias gastricas de pacientes com gastrite crénica
e ulcera péptica), foi publicada por Robin Warren e Barry Marshall (MARSHALL,
1983; WARREN,1983). Dentre os motivos pelos quais essa redescoberta foi
tardia, pode-se citar a dificuldade e lentidao do crescimento do H. pylori in vitro e a
contaminagdo da cultura bacteriana por outros organismos (AXON & QUINA,
1994). A correlagdo entre a infeccdo pelo Helicobacter pylori e pacientes
acometidos por gastrite cronica e Ulcera péptica foi decisiva para que a referida
bactéria assumisse, entao, o importante papel de um agente etiolégico na doenca
ulcerosa péptica (MARSHALL & WARREN, 1984).

Inicialmente denominado Campylobacter - like organisms (CLO), passou a
Campylobacter pyloridis, e posteriormente atualizado em 1989 para Helicobacter
pylori quando a caracterizacédo bioquimica e genética do organismo mostrou ser o
mesmo, diferente de outras espécies do género Campylobacter (GOODWIN,
ARMSTRONG, CHILVERS, 1989; HEATLEY, 1995).

24



Introducao

A infecgéo causada pelo Helicobacter pylori na mucosa gastrica tem sido
considerada como uma das mais comuns infecgées crénicas bacterianas em seres
humanos (GRAHAM, 2000). Existem estimativas de que a taxa da populagao
mundial colonizada por este microorganismo seja superior a 50% e a importancia
deste fato reside da infecgdo estar intimamente associada a Ulcera péptica,
adenocarcinoma e linfoma gastrico, além de ser, reconhecidamente, um agente
carcinogénico tipo | (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
1994; AMERICAN DIGESTIVE HEALTH FOUNDATION, 1997).

1.2. A BACTERIA Helicobacter pylori
1.2.1. CARACTERISTICAS GERAIS

O Helicobacter pylori € um bacilo espiralado Gram negativo, de
crescimento lento, microaerofilico (vive em ambiente com 5-6 % de O,, 8-10%
CO;, 80-85% N,). Possui flagelos, o que |he permite uma grande mobilidade. Sua
principal caracteristica bioquimica € a abundante produgdo da enzima urease.
Esta enzima tem um papel crucial na fase inicial de colonizagdo do epitélio
gastrointestinal e, por isso, tornou-se um importante marcador da presenca do
microorganismo, como no caso dos testes rapidos de urease, respiratérios e
sorologicos (PETERSON & GRAHAM, 1998).

Outras proteinas produzidas por esta bactéria sdo a catalase, fosfolipase
A2, protease, glicosulfatase, ATPase tipo P, hemolisina, aldeido desidrogenase,
proteina inibitéria da secrecao de HCL, HspA, HspB e citotoxinas, todas elas
podendo desempenhar um papel importante na patogénese das lesoes
gastroduodenais. A urease, todavia, € a mais caracteristica e a melhor conhecida
dessas substancias. E uma enzima muito ativa, com niquel em sua estrutura, e
composta por duas sub-unidades, com pesos moleculares de 66.000 D e 31.000 D
(PAJARES, 1995; PETERSON & GRAHAM, 1998).



Introdugao

Uma caracteristica do Helicobacter pylori que também desperta interesse
diz respeito ao ion ferro, que € um importante elemento contribuinte para o
crescimento e metabolismo bacteriano. Nao existe consenso sobre a maneira
como é feita a captagdo deste ion, sendo sugerido que o microorganismo, em
situacoes de escassez do mesmo, utilize-se da lactoferrina humana, que possui
acao na captacao de ions ferro pela célula (MORAN & WADSTROM, 1994).

1.2.2. VIRULENCIA E PATOGENICIDADE

A sobrevivéncia do H. pylori pode ser atribuida ao desenvolvimento de
caracteristicas especializadas, sendo a mais importante delas a capacidade de
colonizar a superficie do epitélio gastrico, abaixo da camada de muco
(MCGOWAN, COVER, BLASER, 1996).

Os mecanismos patogénicos desta bactéria, em geral, favorecem os trés
passos de sua colonizagao da mucosa gastroduodenal: penetragdo, ajuste ao
meio e aderéncia. Para a penetracao, sua forma em espiral com multiplos flagelos
Ihe proporciona grande motilidade. Algumas enzimas e proteinas favorecem seu
ajuste ao meio, como a urease e a catalase. O mecanismo pelo qual a urease
danifica a mucosa gastrica permanece controverso, sendo a hipétese mais aceita
a de que essa enzima hidrolisa a uréia da mucosa gastrica, transformando-a em
didxido de carbono e aménia, a qual tampona a acidez gastrica, otimizando o pH
do nicho gastrico a bactéria. A catalase age protegendo a bactéria contra os
efeitos danosos dos metabdlitos do peréxido de oxigénio produzidos pelos
neutrofilos. Isso permite que a bactéria sobreviva na superficie da mucosa gastrica
inflamada. A proteina inibidora da secrecdo de acido gastrico ndo é diretamente
toxica ao epitélio gastrico. Inibindo a secrecao acida, favorece a infecgdo aguda,
com a colonizagdo seletiva das células parietais, explicagdo valida para a
transitoria hipocloridria que ocorre na infecgdao aguda pelo H. pylori (PAJARES,
1995; MCGOWAN, COVER, BLASER, 1996). O terceiro passo para a colonizagao,
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Introdugao

a adesdo as celulas alvo, € o evento chave na patogénese de qualquer infec¢éao
bacteriana (BEACHEY, 1981). Estudos in vivo, através de técnicas de microscopia
eletrénica, mostraram que a aderéncia envolve a justaposicao das membranas
das células bacterianas € da mucosa gastrica, formando pedestais entre elas,
semelhante ao que ocorre com a Escherichia coli enteropatogénica no intestino
(HEATLEY, 1995; PAJARES, 1995). Alguns receptores epiteliais foram
identificados como facilitadores da aderéncia do H. pylori a celula gastrica, sendo
os antigenos Lewis® do grupo sangiiineo "O" mediadores da aderéncia
(LINGWOOD, WOODS, KRIVAN, 1991; MALFERTHEINER & HALTER, 1994).

A sequéncia gendmica da bactéria Helicobacter pylori foi publicada em
1997 (TOMB et al., 1997). Este organismo € relativamente simples, com cerca de
1,7 milhdo de nucleotideos (dependendo da linhagem), os quais representam
aproximadamente 1600 genes, segundo DORREL & WREN (1998). Destes, 55%
sao encontrados em outros organismos, porém 45% sao considerados exclusivos
do H. pylori. Mutagdes nos nucleotideos fornecem as diferengas entre as
linhagens e afetam o comportamento do organismo favorecendo ou néo a selegao,
como no caso da resisténcia a antimicrobianos. Existe, entretanto, outro modo de
se mudar a constituicdo genética de um organismo. Certas bactérias sao capazes
de transmitir segmentos de DNA para uma linhagem diferente da sua ou até
mesmo para espécies diferentes. Estas pequenas por¢does de DNA podem
permanecer separadas do DNA cromossdémico, na forma de plasmidios, ou ser
incorporadas ao cromossomo. Se esta seqliéncia codifica uma série de fatores de
viruléncia, ela pode ser considerada uma ilha de patogenicidade (PAl). Caso este
trecho de DNA fornegca uma vantagem para a sobrevivéncia do organismo, ele
pode tornar-se parte do genoma de uma nova linhagem. A viruléncia do H. pylori e
sua habilidade em danificar o epitélio do hospedeiro parece depender tanto da
natureza de seu cromossomo, em particular do segmento que codifica a toxina
vacuolizante, quanto também do DNA estrangeiro inserido dentro do cromossomo
— a ilha de patogenicidade associada a citotoxina (cagPAl) (ATHERTON et al.,
1995; MARSHALL et al., 1998).
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Introdugao

A heterogeneidade na viruléncia das cepas de H. pylori pode ser uma das
principais razbes pelas quais apenas uma minoria dos pacientes infectados
desenvolvem doencga ulcerosa péptica (BLASER, 1995). Dentre os fatores de
viruléncia conhecidos por diferir entre as cepas bacterianas, citam-se a estrutura
lipopolissacaridea, a proteina de ativacdo dos neutrofilos e também a Hsp (heat
shock protein), e principalmente a citotoxina de vacuolizagao VacA, uma proteina
de peso molecular de 140.000 D, que é processada para uma toxina madura de
90.000 D, codificada pelo gene vacA. O gene vacA foi caracterizado, e possui
duas familias de alelos estruturais (m1, m2) e trés familias de alelos da sequéncia
sinal (s1a, s1b, s2). Todas as linhagens s2m2 (nao existem linhagens s2m1) sao
produtoras nao-toxicas apesar de cagA. Acima de 80% das linhagens s1m1 sao
produtoras toxicas, enquanto as linhagens s1m2 estao em torno de 30%. Estudos
preliminares sugerem que pacientes com Ulcera péptica possuam mais linhagens
de H. pylori s1 do que do tipo s2 (ATHERTON et al., 1995; BLASER, 1996).

Outra citotoxina associada com a citotoxina de vacuolizacdo € a CagA
(cytotoxin-associated protein A). Esta proteina altamente antigénica, de
aproximadamente 120.000 D, é codificada pelo gene cagA. E interessante
observar que, embora a maioria das cepas de H. pylori possua 0 gene vacA,
apenas 50-60% de todas as cepas induzem a vacuolizagdo em células
eucaridticas. Em contrapartida, o gene cagA esta presente em cerca de 60% de
todas as cepas de H. pylori, e a maioria delas expressa CagA (LEUNK et al.,1988;
TELFORD et al., 1994; BLASER, 1996; PETERSON & GRAHAM, 1998; TAKATA,
et al., 1998).

Ha evidéncias de que dois genes, picA e picB, distintos do cagA, sao
exclusivamente encontrados em cepas de H. pylori possuidoras do cagA, os quais
estdao envolvidos na indugao de interleucina-8 nas células epiteliais gastricas,
facilitando a resposta inflamatéria (TUMMURU, SHARMA, BLASER, 1995). Em
contraste com os avancos das pesquisas in vifro e em modelos animais, o papel
da patogénese do CagA e/ou VacA na génese da Ulcera nos seres humanos
permanece obscuro. Um estudo investigando a interrelagao entre cagA e vacA e
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doencgas relacionadas ao H. pylori mostrou que apenas as cepas cagA podem
estar associadas com doenga ulcerosa péptica, sendo essa infecgao um fator de
risco para o adenocarcinoma gastrico (BLASER et al., 1995; WEEL et al., 1996).
Um outro gene, denominado iceA, pode também estar associado com doenga
ulcerosa péptica (PEEK et al., 1996; PEEK et al., 1998).

A mucosa gastrica protege a si mesma contra as continuas agressoes
causadas pelos alimentos e outros agentes, incluindo invasao bactenana, de
varias formas: a zona de muco-bicarbonato, a membrana da célula do epitélio
gastrico e o fluxo sangliineo da mucosa. A barreira mucosa € a primeira defesa
contra qualquer agressao luminal, agindo como uma verdadeira barreira fisica
entre o limen do estdbmago e as células do epitélio gastrico, sendo permeavel
para pequenas moléculas e ions, e agindo como um obstaculo difusional para
substancias com peso molecular mais elevado, como a pepsina, por exemplo. A
diminuicao da integridade da barreira mucosa esta entre os danos diretos
causados pelo H. pylori, integridade esta mantida através do equilibrio dindmico
entre a sintese, secre¢cdao e degradagao de seus componentes. Em muitas
doengas gastricas, mudangas na superficie mucosa tém sido demonstradas e
explicadas pela atividade elevada da pepsina. Ensaios in vitro demonstraram que
a bactéria produz protease e lipase que degradam as glicoproteinas e lipidios do
gel mucoso. Consequentemente, a degradacao dos niveis profundos do gel
mucoso diminui sua espessura € modifica as caracteristicas fisico-quimicas da
zona mista de acido e bicarbonato necessaria para a dissipagéo do acido luminar.
Como resultado, a integridade da camada de muco, agredida pelo acido e pepsina
na face luminal e pelo H. pylori na superficie mucosa, pode facilmente tornar-se
danificada tanto pelo conteudo luminal quanto pelas mudancas inflamatérias. A
diminuicdo da integridade mucosa predispde a injuria submucosa, incluindo a
formacao de ulcera. Uma vez invadida a camada mucosa pelo H. pylori e
colonizada as células gastricas, as células da resposta inflamatéria, neutréfilos,
monocitos e macrofagos, sao ativadas. Outros mediadores inflamatorios podem
ser induzidos pela fosfolipase A, produzida pela bactéria, a qual degrada a
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membrana fosfolipidica das células, resultando na formagéao de acido aracdoénico,
o qual pode ser convertido em leucotrieno, prostaglandina e tromboxano. Estes
componentes, que favorecem a quimiotaxia, podem alterar a permeabilidade da
membrana e sao citotoxicos para as células da mucosa gastrica. O fator de
ativacao plaquetaria parece ser mais um mediador inflamatério da mucosa
gastrica de pacientes infectados pelo H. pylori, assim como o infiltrado e a
degranulagao eosinofilica (PAJARES, 1995; ALLEN et al., 1997).

Também como consequéncia da reacdo do hospedeiro, sdo os eventos
imunes. No que concerne a resposta humoral, estd demonstrado que os
anticorpos envolvidos sdo, principalmente, pertencentes a classe das
imunoglobulinas, mais especificamente IgG e IgA. A presenca de uma IgG
especifica, correlacionada com a presenca do H. pylori, fornece a base para testes
sorologicos diagnosticos (PAJARES, 1995). Alguns achados sugerem resposta
celular a infecgao pelo H. pylori, como o aumento da expressao de antigenos HLA
classe Il no epitélio gastrico (SCHEYNIUS & ENGSTRAND, 1991). Além disso,
supde-se que a expressdo de antigenos classe Il seja mediada por citocinas. E
aceito que os lipopolissacarideos de bactérias Gram negativas estimulam a
producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). Na
gastrite crbnica ativa, associada ao H. pylori o TNF-o e a IL-6 podem ser
derivados dos macréfagos ou das células T (PAJARES, 1995).

1.2.3. FISIOLOGIA GASTRICA E Helicobacter pylori

Embora a infecgdo pelo H. pylori seja geralmente assintomatica, este
organismo nao € um comensal, e & considerado um patégeno humano
(PENSTON, 1996). A enfermidade primaria associada com este microrganismo &
a gastrite crénica ativa, que ocorre em praticamente todos os infectados (DOOLEY
et al., 1989). Em muitos destes individuos esta gastrite leva a complicacdes
secundarias. Cerca de 50% continuara com gastrite sem atrofia, os outros

30



Introducéo

eventualmente evoluirdo com atrofia, uma condigdo que muitas vezes €
acompanhada por metaplasia intestinal. Em aproximadamente 15% uma Uulcera
péptica desenvolver-se-a (KUIPERS et al., 1995), sendo que a doenga ulcerosa
duodenal afeta predominantemente individuos sem metaplasia, enquanto que a
doenga ulcerosa gastrica ocorre predominantemente nos portadores de
metaplasia. Um numero relativamente pequeno de infectados desenvolvera
neoplasia gastrica, enquanto que alguns poderao desenvolver linfoma gastrico
(KUIPERS, 1997).

O baixo pH gastrico é mantido por uma enzima, a H*, K'- ATPase (bomba
protonica) localizada na membrana apical e nas vesiculas que margeiam os
canaliculos secretores das células parietais. Esta enzima € o passo final comum
para a secrecdo &acida, que resulta de uma série de estimulos que ativam
receptores colinérgicos, histaminicos e gastrinérgicos (CLISSOLD & CAMPOLI-
RICHARDS, 1986).

A bactéria H. pylori € capaz de induzir hipocloridria transitoria na infecgao
aguda e hipergastrinemia persistente na infecgao crénica, todavia os mecanismos
precisos envolvidos nestas alteragdes da fisiologia do hospedeiro nao foram
totalmente elucidados (MCGOWAN, COVER, BLASER, 1996).

A gastrina € um horménio produzido pelas células G localizadas no antro
gastrico, e que age via circulagdo sangliinea, estimulando a secregao acida pelas
células parietais. Isso ocorre diretamente e também através da histamina, liberada
pelas células éntero-cromafinicas adjacentes (CALAM ef al., 1997). A infeccao
pelo H. pylori esta associada a um aumento exagerado na concentragao sérica da
gastrina, mais especificamente da gastrina G17, que é a forma do horménio
produzida primariamente na mucosa antral em resposta ao estimulo alimentar.
Uma das hipoteses desta hipergastrinemia, € a da liberacao, pelo H. pylori, de
certas substancias que alteram a fungéo das células G, ou que a inflamagao por
ele causada estimule a hipersecreg¢ao de gastrina (MCCOLL & DELTENRE, 1994;
MCGOWAN, COVER, BLASER, 1996). Ja a somatostatina, produzida pelas
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células D presentes no antro e corpo gastrico, € um inibidor da producéo de
gastrina e secregdo A4cida. Alguns fatores que estimulam a producdo de
somatostatina incluem: secregdo acida luminar, jejum, peptidio liberador de
gastrina (GRP) e alguns peptidios intestinais, como a colecistocinina (CCK). A
liberagcdo de somatostatina esta diminuida na infeccao da mucosa pelo H. pylori
(CALAM et al., 1997).

Mediadores inflamatérios, encontrados na gastrite pelo H. pylori, podem
ser os responsaveis pela secregao aumentada de gastrina. A infecgdo aumenta a
expressao de varias citocinas, incluindo as interleucinas (IL) 1B, 6 e 8, fator de
necrose tumoral (TNF) «, interferon gama (IFN-y) e fator de ativagao plaquetaria
(PAF) (BLASER, 1992).

A histamina, produzida pelas células éntero-cromafinicas (ECL) gastricas,
estimula a produgdo acida através dos receptores H, das células parietais. A
gastrina estimula a produgdo acida pela estimulagdo das células ECL e também
pelo efeito direto nas células parietais. A concentragdo mucosa de histamina esta
diminuida na gastrite induzida pelo H. pylori (CALAM et al., 1997).

O H. pylori € reconhecido como sendo a maior causa de gastrite atréfica, a
qual € definida como a perda de células especializadas da mucosa gastrica,
incluindo as células parietais. Desta maneira, a infecgdo pode diminuir a secregao
acida através de mudancgas na histologia gastrica, independente da fisiologia das
células parietais. (KUIPERS et al., 1995; CALAM et al., 1997).

A gastrite cronica superficial, que progride para gastrite atréfica com
diminuicao progressiva da secrec¢do acida, causa diminuicdo da prevaléncia da
infeccao pelo H. pylori, assim como diminui¢ao de sua densidade de colonizagao
no estdmago. Estas observagées sugerem que o desenvolvimento de hipocloridria
ou mudancas no muco e na superficie epitelial, resultando em atrofia sejam
desfavoraveis para a persisténcia do H. pylori. Outra hipétese € de que a

diminuicao da secregao acida permite o crescimento de outras bactérias, levando
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a uma competicdo com o H. pylori pelo nicho ecolégico (BLASER, 1992;
MCGOWAN, COVER, BLASER, 1996).

1.2.4. EPIDEMIOLOGIA

As diferencas epidemiolégicas podem influenciar no resultado final da
infeccao pelo H. pylori. Criangas infectadas apresentam um risco aumentado para
desenvolver ulcera gastrica e cancer gastrico, enquanto que a infecgao ocorrida
nos anos iniciais da vida adulta, parece estar associada com o desenvolvimento
de ulcera duodenal (HANSSON et al., 1996; PARSONNET, 1996).

A prevaléncia da infecgao pelo H. pylori aumenta com a idade em todas as
populacdes estudadas, embora haja consideravel diferenga, particularmente nos
primeiros anos de vida e entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(TAYLOR & BLASER, 1991). No mundo desenvolvido, a infecgao & relativamente
rara entre as criancas, e € adquirida em uma taxa constante de,
aproximadamente, 0,5-2,0% ao ano, alcangcando a prevaléncia de 20-40% na
populacdo adulta. Nos paises em desenvolvimento, o H. pylori € adquirido
rapidamente durante a primeira infancia, encontrando-se taxas de 70-90% de
infecgdo na populagdo com mais de 20 anos de idade (VAN DER MEER et al.,
1992; ROLLAN et al., 2000). A alta prevaléncia da infec¢cdo, que aumenta com a
idade, pode ser relacionada ao efeito cohort, onde a maioria das pessoas foi
infectada na infancia, quando as condigdes sécio-econdmicas e de saneamento
basico eram piores. Este grupo de pessoas infectadas mudou de faixa etaria com
o passar do tempo, e as geragdes mais jovens sao infectadas muito menos
frequentemente (HEATLEY, 1995; VAN DER ENDE et al., 1997) Nos paises
desenvolvidos, associada a fatores genéticos e ambientais, a prevaléncia também
esta relacionada & grupos étnicos e status sécio-econdmico (PETERSON &
GRAHAM, 1998).
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As variaveis mais importantes no aumento da prevaléncia s&o: baixas
condigbes socio-econémicas, sanitarias e de moradia, além de consumo de agua
nao tratada e presenca de criangas na familia. Estas condicdbes séo,
ordinariamente, encontradas em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil,
resultando na alta prevaléncia da infecgao pelo Helicobacter pylori (DRUMM et al.,
1990; GRAHAM et al., 1991a; KLIEN et al., 1991; MALATY ef al., 1991; SITAS et
al., 1991, MENDALL et al., 1992; MITCHELL et al., 1992; ECCLISSATO et al.,
1999).

Alguns conceitos tornam-se importantes para um melhor entendimento da
infeccéo pelo H. pylori. Define-se como reinfecgdo uma nova infecgédo ocorrida
apods tratamento bem sucedido para a erradicagdo, sendo esta Ultima definida
como a auséncia da bactéria um més ou mais apdés o término da terapia
medicamentosa. Ja recrudescéncia, significa reaparecimento da cepa bacteriana
idéntica a inicial pré-tratamento. Nao se pode descartar completamente, apesar de
pequena, a possibilidade de ocorrer reinfecgdo por uma cepa semelhante a inicial
pré-tratamento. A reinfecgao e a recrudescéncia podem ser distinguidas através
da anélise do padrao dos fingerprints de DNA obtidos da bactéria encontrada no
pré e pés tratamento. Esses fingerprints de DNA, sao obtidos pela digestdo com
enzimas de restricdo ou amplificacdo randomizada de DNA polimérfico (RAPD)
com a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do DNA cromossomico
das bactérias isoladas. Entretanto, os resultados da andlise dos fingerprints do
DNA bacteriano devem ser interpretados com cuidado, pois os pacientes podem
estar infectados com uma populagao heterogénea de H. pyilori (VAN DER ENDE,
1997). Devido a alta incidéncia da infecgao, superpopulagéo e baixas condi¢oes
de higiene, € comumente aceito que as taxas de re-infeccao apds o tratamento
sejam altas nos paises em desenvolvimento, aproximando-se de 100% segundo
alguns autores, porém a escassez de dados torna dificil uma conclusdo definitiva
(COELHO et al., 1992; SACK & GYR, 1993; PARSONNET, 1995: GUISSET et al.,
1997).
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1.2.5. TRANSMISSAO

A maneira como o H. pylori € transmitido permanece duvidosa. Ha
evidéncias de que seja via oral - oral e fecal - oral, essa ultima mais comum em
criangas, principalmente em paises em desenvolvimento. Esse microorganismo
sobrevive por um determinado periodo no suco gastrico, transformando o vémito
numa forma evidente de propagacao (THOMAS & PRETOLANI, 1994; HEATLEY,
1995). Pode ser transmitido diretamente, através de endoscopios € pingas
endoscopicas, ou sondas gastricas, caso nao estejam devidamente esterilizadas
(KATOH ef al., 1993). O microorganismo esta restrito a mucosa gastrica humana e
de alguns primatas, podendo ser encontrado em outros locais, como o eséfago
com mucosa de Barrett; metaplasia gastrica no duodeno e em ectopias de mucosa
gastrica, como o diverticulo de Meckel. Isso demonstra a adaptagao altamente
especializada ao nicho ecolégico acido. Ha afirmagbes de que pode ser
encontrado na placa dental e nas fezes. (THOMAS & PRETOLANI, 1994,
HEATLEY, 1995; PAJARES, 1995). Existem controvérsias sobre a possibilidade
de animais serem reservatoérios naturais do Helicobacter pylori (VAN DER ENDE
et al., 1997). As fontes de agua parecem ser um meio importante de transmissao,
particularmente nos paises em desenvolvimento, onde nao ha tratamento
adequado de esgoto, favorecendo a contaminagao pelas fezes (HEATLEY, 1995).

1.2.6. IDENTIFICACAO

Existem inUmeros métodos para se identificar o Helicobacter pylori, os
quais podem ser divididos entre métodos endoscopicos e nao endoscopicos.
Geralmente, as técnicas endoscopicas envolvem a aquisi¢cao de biopsias gastricas
e duodenais através de pincas de biopsia. O material assim obtido € analisado,
com a finalidade de se verificar a presenca de organismos, diretamente através da
cultura ou histologia, ou indiretamente, pela presenca de atividade da urease.
Através da endoscopia, também se pode observar leses in loco sugestivas da

35



Introdugao

presenga da bactéria, como Ulceras duodenais, Ulceras gastricas e nodularidade
antral (COHEN & LAINE, 1997).

Embora a técnica histologica nao seja livre de falhas, a especificidade e a
sensibilidade sao altas, em torno de 95%. Além da identificagdo da bacteéria,
possibilita avaliar o tipo e a intensidade da inflamagdo da mucosa gastrica, a
presenca ou nao de atrofia, metaplasia, displasia, eventual neoplasia e a
classificacdo correta da gastrite. As coloragdes mais utilizadas sdo a hematoxilina-
eosina (HE), Giemsa, carbol-fucsina e as coloragdes pela prata (Warthin-Starry).
Na maioria dos casos, a coloragdao HE é suficiente, porém nos casos duvidosos,
deve-se empregar a coloragdo de Giemsa. A cultura do H. pylori € demorada,
requerendo cerca de 7 dias para o crescimento da bactéria. Além disso, depende
de diversos fatores, como obtengdo adequada das amostras, estocagem,
transporte das amostras até o laboratério de microbiologia, e da propria técnica de
cultura, porém €& considerada “gold-standart’, pois permite a identificacdo da
bactéria, e a possibilidade de se determinar a resisténcia bacteriana aos
compostos antibioticos. O CLOtest (Delta West Ltd, Perth), foi o primeiro dos
testes rapidos da urease, desenvolvido por Marshall, e consiste num gel de agar
contendo vermelho fenol e uréia. Na presenca da urease, a uréia & hidrolizada,
causando uma elevacdo do pH, e conseqiente mudanga da coloragdo do
indicador de pH (vermelho fenol). A especificidade deste método & excelente (95 a
100%), porém se a leitura for realizada apos muitas horas, resultados falso
positivos podem ser encontrados. Outras vantagens sao o baixo custo, a
simplicidade e rapidez dos resultados. E considerado método de escolha para o
diagnéstico do H. pylori. (COHEN & LAINE, 1997; MAGALHAES et al., 2000).

Os métodos nao endoscopicos possuem a vantagem de ser menos
custosos e mais convenientes para os pacientes. As duas principais técnicas sao:
teste respiratério da uréia (UBT) e o teste soroldgico para detecgao de anticorpos.
O principio do UBT é simples, e consiste em se oferecer uma dieta que retarde o
esvaziamento gastrico (dieta rica em gordura) a pacientes previamente em jejum,
seguido por uma solugao de uréia marcada isotopicamente com BCou™C.Oar
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expirado € coletado para posterior analise. Caso o H. pylori esteja presente, sua
enzima urease catalisara a hidrolise da uréia, e o didxido de carbono sera
absorvido pela corrente sangiiinea. A molécula de gas com o isétopo marcado,
sera detectada no ar expirado. Essa técnica tem provado ser muito acurada, até
mais que os testes baseados na obtengéo de biépsias endoscopicas. Resultados
falso-positivos podem ser devido a hidrolise da uréia por bactérias da cavidade
oral. Nos casos em que se deve aferir o sucesso da terapia, porém sem a
necessidade de uma nova endoscopia, como por exemplo, nas ulceras duodenais,
o UBT é o melhor teste (HEATLEY, 1995; ATHERTON, 1997).

Testes para se identificar os anticorpos originados pela resposta a
infeccao pelo H. pylori tém sido desenvolvidos. Geralmente sao realizados através
da técnica de ELISA (ensaio imunoenzimatico) ou latex-aglutinacao. Tais testes
utilizam-se de soro, embora a detecgdo de IgG na urina tem sido possivel. A
deteccao de IgA na saliva € menos sensivel (ALEMOHAMMAD, FOLEY, COHEN,
1993; LUZZA et al, 1995, WESTON, CAMPBELL, BARTHOLOMEW, 1995;
ATHERTON, 1997). O grande problema com esses testes, & que as respostas as
proteinas antigénicas do H. pylori variam consideravelmente entre individuos, e
nenhum antigeno em particular € reconhecido no soro de todos os pacientes.
Dessa maneira, as preparacées com antigenos utilizadas devem conter mdaltiplos
antigenos, os quais diferem também entre paises, tornando os testes especificos
para uma determinada populacdo (MARCHILDON et al, 1996; ATHERTON,
1997).

Os NPTs, ou "near patient tests", sdo testes para detecgao de anticorpos
que podem ser realizados até num consultério médico, oferecendo resultados em
poucos minutos. Sdo baseados na aglutinacao pelo latex ou na fase sdlida do
ELISA, e apresentam enorme variabilidade em seus resultados. A vantagem € o
baixo custo do método. Outros testes sorolégicos estdao sendo desenvolvidos,
inclusive para a detecgdo de cepas cagA ou vacA (ATHERTON, 1997).
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A amplificacao do DNA do H. pylori nas fezes através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) é possivel, porém tem-se provado dificil. Testes
urinarios com isétopos sao factiveis, também (PATHAC et al., 1994; VAN ZWET et
al., 1994; ATHERTON, 1997).

1.3. RESISTENCIA BACTERIANA

O estudo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos mais utilizados em
cada regidao € de fundamental importancia na previsdo da probabilidade de
sucesso do tratamento terapéutico com um determinado agente antimicrobiano.
Para isso, a concentragao inibitéria minima (CIM) é a ferramenta mais utilizada, e
é definida como a menor concentragao de antibiético capaz de inibir o crescimento
da bactéria. A concentragdo bactericida minima (CBM), isto €, a menor
concentracéo de antibidtico capaz matar mais de 99,9% das bactérias, também
pode ser utilizada em algumas situagdes (MEGRAUD, 1997).

Duas definicbes de resisténcia bacteriana foram propostas pela
Organizagdo Mundial de Saude em 1961. A primeira é uma definicdo
essencialmente bacteriologica, onde uma linhagem é considerada resistente
quando a concentragdo de antimicrobiano tolerada é significativamente maior que
a concentragao inibitéria de crescimento de outras linhagens da mesma espécie. A
definicdo se baseia no fato de linhagens da mesma espécie nao serem
homogéneas pois algumas podem possuir mecanismos especiais de resisténcia.
Esta ocorréncia € comum em alguns casos: por exemplo, em uma distribuicdo
bimodal de CIM ou em uma distribuicdo multimodal, quando muitos mecanismos
de resisténcia coexistem. A segunda definicao é farmacologica, onde uma
linhagem €& considerada resistente quando a concentracdo de antimicrobiano
tolerada € maior que a concentragdo encontrada in vivo no local da infecgao. Em
termos praticos, porém, como a concentragao no local da infecgdo geralmente nao
€ conhecida, & considerada a concentragdo do antimicrobiano encontrada no soro.
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Como ultima consideragao, pode-se também utilizar uma definicao clinica para
resisténcia, onde uma linhagem sera considerada resistente quando a
probabilidade de erradicacao frente a um determinado tratamento for
relativamente baixa (MEGRAUD, 1997).

No caso da resisténcia natural ou intrinseca (também conhecida por
primaria), o suporte genético da resisténcia & sempre cromossémico e o composto
antibacteriano nunca deve ser utilizado para o tratamento da bactéria em
particular. Espécies bacterianas que sdo normalmente suscetiveis podem tornar-
se resistentes a um determinado antibidtico. Isto € conhecido como resisténcia
adquirida ou secundaria, e pode acontecer por dois mecanismos genéticos
diferentes: mutagao cromossdmica ou aquisicao de DNA exégeno, principalmente
plasmidios (MEGRAUD,1997).

1.3.1. RESISTENCIA BACTERIANA E Helicobacter pylori

O mecanismo genético essencial de resisténcia bacteriana do
Helicobacter pylori parece ser o da mutagao cromossdmica. Mutagdes pontuais
tém sido encontradas para resisténcia a macrolideos e fluoroquinolonas, enquanto
plasmidios, apesar da sua presenga na maior parte da linhagens de H. pyilori,
aparentemente nao estejam envolvidos. Entretanto, a possibilidade de obtengao
de DNA exdgeno e, portanto, de genes mutados, existe (MEGRAUD,1997).

A resisténcia a uma certa classe de antibidticos pode envolver diferentes
mecanismos e pode ocorrer com todas as linhagens de uma determinada espécie
bacteriana. Ao nivel bioquimico existem quatro mecanismos principais de
resisténcia a agentes antimicrobianos (Tabela 1) (MEGRAUD, 1997).
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Tabela 1. Principais mecanismos de resisténcia em bactérias

Mecanismo Antibiéticos afetados
Perda da penetragao Pode afetar todos os antibiéticos
Modificacao do alvo Macrolideos

Fluoroquinolonas
Aminoglicosideos
Betalactamicos
Rifamicinas
Tetraciclina
Inativagdo enzimatica do antibiético Betalactamicos
Aminoglicosideos
Efluxo ativo do medicamento Tetraciclina

(MEGRAUD, 1997)

A perda da penetragdao do agente antimicrobiano parece ocorrer com
todos eles, porém, o nivel de resisténcia é normalmente baixo, e pode ser
superado pelo aumento da dosagem. Inativacdo enzimatica dos antibidticos
ocorrem principalmente com os betalactamicos e aminoglicosideos. Por exemplo,
certas bactérias podem produzir enzimas extracelulares que sdo capazes de
hidrolisar o anel betalactamico de diferentes compostos antes da molécula
penetrar na célula bacteriana (MEGRAUD, 1997).

Existe diversidade na resisténcia bacteriana aos diferentes agentes
antimicrobianos. Exemplificando, a resisténcia a amoxicilina e a tetraciclina tem
sido reportada, porém é de rara ocorréncia (GRAHAM, 2000)

Entre os macrolideos, a claritromicina € amplamente utilizada devido a sua
baixa CIM para H. pylori, enquanto a eritromicina tem sido utilizada apenas em
alguns ensaios. A freqiiéncia de resisténcia aos macrolideos apresenta variacao
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entre diferentes regides e parece haver uma relagdo quanto a sua utilizacao no
passado, principalmente no tratamento de infec¢gdes do trato respiratorio. Apesar
dos macrolideos atuarem através da ligagdo com o ribossomo, nao existem
evidéncias de participagdo das proteinas ribossomicas no mecanismo de
resisténcia em isolados clinicos. Dados recentes sugerem que um fenémeno de
mutacdo pontual no gene do RNA 23s seja realmente o componente mais
significativo de resisténcia a macrolideos (WEISBLUM, 1995; GRAHAM, 2000).

Existem dois compostos nitroimidazois usados no tratamento de H. pylori.
o metronidazol e o tinidazol. Uma diferenga significativa tém sido encontrada nas
taxas de resisténcia aos nitroimidazéis nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. As diferencas devem estar relacionadas ao seu uso
generalizado. Nos paises desenvolvidos, a taxa de resisténcia varia de 10 a 50%
como apresentado num estudo europeu em 1991. A causa dessa resisténcia deve
estar relacionada a utilizagdo destes compostos para o tratamento de infecgoes
urogenitais e, de fato, linhagens isoladas de mulheres apresentam maior
resisténcia que aquelas isoladas de homens. Nos paises em desenvolvimento as
taxas de resisténcia encontradas tem sido da ordem de 80 a 90%
(GLUPCZYNSKI,1992; MEGRAUD, 1998a). A experiéncia clinica mostra que a
resisténcia observada in vitro muitas vezes nao se corrrelaciona com a observada
in vivo, sendo o mecanismo exato de resisténcia ainda ndo bem conhecido.
Todavia, estudos tém demonstrado que a resisténcia ao metronidazol “in vitro”
pode desaparecer quando as linhagens resistentes sao incubadas em
anaerobiose por algumas horas antes do crescimento. A ativacdo de uma via
metabdlica de anaerobiose que nao funciona bem em condicdes de microaerofilia
pode ser a causa, e explicaria a aparente instabilidade da resisténcia. Também
tém sido relatadas mutacdes em genes que interferem na producao de enzimas
relacionadas a ativagdo do composto nitroimidazolico (CEDERBRANT,
KAHLMETER, LJUNGH, 1992; SMITH & EDWARDS, 1995; VAN ZWET, THIJS,
GRAAF, 1995; GRAHAM, 2000; KWON et al., 2001).

As fluoroquinolonas tém sido usadas, principalmente, no tratamento de
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infecgbes severas em hospitais e ndo na comunidade, como no caso dos
macrolideos. Devido a isso, a taxa de selecdo de mutantes resistentes parece ser
mais baixa que para o metronidazol ou qualquer outro macrolideo (HAAS, NIX,
SCHENTAG, 1990). Observou-se uma alta taxa de resisténcia secundaria quando
as fluoroquinolonas foram utilizadas como tnico agente antimicrobiano contra H.
pylori (CEDERBRANT, KAHLMETER, LJUNGH, 1993).

Nao tem sido reportada resisténcia a furazolidona, um composto da classe
dos nitrofuranos, a qual tem sido utilizada, empiricamente, no tratamento da
doenca ulcerosa péptica por mais de 20 anos. O mecanismo de resisténcia aos
nitrofuranos parece envolver mutagées, semelhante ao que ocorre com o0s
compostos nitroimidazdlicos (HAAS, NIX, SCHENTAG, 1990; ZHENG & WANG,
1992; KWON et al., 2001).

As vezes, a bactéria adquire a forma cocéide espontaneamente in vivo, ou
in vitro quando em cultura prolongada. Em ambos os casos, indica um estado de
laténcia, reversivel, propiciando ao organismo sobreviver em locais com condigoes
desfavoraveis para seu crescimento. O estado cocéide do H. pylori pode ser uma
das causas de sua resisténcia as substancias antibacterianas (PAJARES, 1995).

1.4. MEDICAMENTOS E Helicobacter pylori

A bactéria Helicobacter pylori tem mostrado alta susceptibilidade (CIM g <
1 mg/l) a maioria dos agentes antibioticos, excegao feita ao acido nalidixico,
vancomicina, trimetoprim e sulfonamidas (TYTGAT & NOACH, 1993).

A parede celular € um envelope encontrado exclusivamente em bactérias,
sendo um importante alvo para a classe de antibiéticos betalactamicos (Tabela 2).
Destes, a amoxicilina tem sido utilizada quase que exclusivamente para se tratar
infecgbes por H. pylori, possivelmente devido a sua CIM (CIMgo em torno de 0,06
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mg/ml). O mecanismo de ag¢do dos betalactdmicos € bem conhecido. Eles
possuem a habilidade de se ligar irreversivelmente com a transpeptidase, uma das
15 enzimas envolvidas na sintese da parede celular. Isto &€ possivel devido a
analogia estrutural entre o anel betalactdmico e o dipeptidio D alanil-D alanina
normalmente transportado e incorporado em peptidioglicano, o principal
componente da parede celular. Em conseqiiéncia, ocorre a formagao de parede
celular defeituosa com o surgimento de formas anormais de bactéria, levando
finalmente a morte celular (MEGRAUD, 1997).

O ribossomo é também um importante alvo da agao dos agentes
antibioticos. Compostos que atuam no ribossomo devem penetrar na célula
bacteriana para serem efetivos. Eles normalmente possuem uma regido
hidrofobica que promove sua entrada por difusdo através da membrana lipidica.
Este nao é o caso dos aminoglicosideos, que sao altamente polares e requerem
lesao na membrana como um pré-requisito para a sua penetragao. Uma vez nas
celulas, os grupos catidnicos e os aneis destes compostos promovem uma
interagcado com o RNA ribossémico. A ligacdo ao ribossomo influencia a
flexibilidade conformacional, bloqueando a sintese protéica pela inibicdo da
elongagao da cadeia polipeptidica emergente. Atualmente, os Unicos antibidticos
utilizados contra o H. pylori que agem em ribossomos sao a tetraciclina e certos
macrolideos com CIMs baixas, como a claritromicina (MEGRAUD, 1997).
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Tabela 2. Alvos bacterianos das principais classes de antibioticos

Alvo

Classe

Acgao

Parede celular

Membrana citoplasmatica
Ribossomo

DNA

Metabolismo

Betalactamicos
Glicopeptideos
Polipeptidios
Aminoglicosideos
Macrolideos
Tetraciclina
Cloranfenicol
Fluoroquinolonas

Rifamicinas

Nitrofuranos
Nitroimidazéis
Trimetoprima
Sulfonamidas

Inibem a sintese de peptidioglicano

Acao detergente

Inibem a sintese protéica

Inibem a DNA girase

Inibem a enzima RNA polimerase
DNA-dependente bacteriana

Pouco conhecido

Pouco conhecido

Inibem a sintese de acido folico

(MEGRAUD, 1997)

Um outro importante alvo dos antibidticos € a sintese de DNA. As

fluoroquinolonas inibem a subunidade A da enzima DNA girase. Esta enzima € um

tetramero que consiste de duas subunidades A e B codificadas pelos genes gyrA e

gyrB, respectivamente, e esta intimamente envolvida no processo de replicagao.

Fluoroquinolonas tém sido utilizadas no tratamento do H. pylori, porém em casos

mais severos. O mecanismo de atuagao dos nitroimidazois ndo esta muito bem
definido (MEGRAUD, 1997).

Quanto a furazolidona, um nitrofurano, também seu mecanismo de acéo

nao é bem conhecido. Aparentemente, tem sua atividade antimicrobiana baseada

na interferéncia com o sistema enzimatico da bactéria (MEGRAUD, 1997).
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Os inibidores de bomba proténica (IBP) sdo uma classe relativamente
nova de agentes utilizada para o tratamento de condigdes patologicas associadas
com secrecdo excessiva de acido, ou exposi¢cdo excessiva ao mesmo. Sao 0s
mais potentes inibidores da secrec¢do acida gastrica, sendo o omeprazol o primeiro
dos IBP a ser utilizado na pratica clinica, na década de 80 do século passado.
Outros novos IBP incluem o lansoprazol, pantoprazol e rabeprazol (ROBINSON,
1999). Recentemente, foi desenvolvido o esomeprazol, o S-isémero do omeprazol
(ANDERSSON et al., 2001) Os IBP causam uma inibicao dose dependente da
secrecao acida basal e estimulada, com uma inibigao quase completa da secregao
com uma dose de 60 mg. A secregdo acida estimulada por pentagastrina é inibida
de forma potente durante 4 a 5 h com uma inibigdo moderada ocorrendo ainda por
24 h apés uma dose Unica. Os efeitos inibitorios se acumulam durante os
primeiros dias de administracao repetida e continuam por pelo menos 24 h apos a
administracao da ultima dose. As concentragbes séricas de gastrina, tanto em
jejum como pos-prandiais elevam-se durante administragbes repetidas,
provavelmente em reposta a redugao da acidez intra-gastrica, o que leva a um
aumento de secre¢do da mesma pelo antro gastrico (LONDONG et al., 1983;
HOWDEN, FORREST, REID,1984; VERDU et al., 1994). Adicionalmente ao efeito
de diminuigdo da secregao acida, os IBP auxiliam na supressao do crescimento do
H. pylori, como foi demonstrado in vitro (HIRAI et al., 1995).

Os sais de bismuto tém sido empregados na pratica clinica ha mais de
300 anos, sendo utilizados para o tratamento da dispepsia desde 1786. Possuem
acao antibacteriana, porém, os mecanismos pelos quais causa danos ao H. pylori,
permanecem incertos. O uso de compostos como o subcitrato de bismuto coloidal
por exemplo, pode prevenir o aparecimento de resisténcia do Helicobacter pylori
aos antibidticos, além de auxiliar na cicatrizagao de ulceras, tanto gastricas como
duodenais (GORBACH, 1990; LAMBERT & MIDOLO, 1997).

1.5. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
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Os testes de susceptibilidade podem ser classificados em testes de
difusao e testes de diluicdo. Atualmente, ndo ha um teste de referéncia proposto
para analisar a susceptibilidade do H. pylori frente a antibidticos. Entretanto,
existem discussdes sugerindo a utilizacao do teste de diluicdo em agar como
padrao (MEGRAUD, 1997).

1.5.1. TESTE DE DILUICAO EM AGAR

Este € um teste que consome tempo, porém, & geralmente utilizado como
meétodo de referéncia para a avaliagdo da precis@o de outros métodos. O método
consiste na preparagdo de placas com meio adequado, acrescidas de agentes
antimicrobianos em diluicbes sucessivas, possuindo cada placa a metade da
concentracdo da placa anterior. As linhagens sao inoculadas em todas as placas
através de uma alga de multinéculo, podendo-se analisar as susceptibilidades de
varias colénias simultaneamente. Existe a necessidade de uma padronizagdo de
algumas condi¢bes como o meio adequado, a suplementagdo, o tamanho do
inoculo, a atmosfera de incubagéo e o tempo apropriado para a leitura das placas
(MEGRAUD, 1997).

1.5.2. TESTE DE DILUICAO EM MEIO LiQUIDO

A principio, este método nao é usado devido a dificuldade de crescimento
do H. pylori em meio liquido (MEGRAUD, 1997).

1.5.3. TESTE DE DIFUSAO EM DISCO

Este € o método mais facil e de menor custo para se testar a
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suscetibilidade a antimicrobianos em geral. Discos impregnados com quantidades
definidas de agentes antimicrobiano sdo colocados na superficie do meio soélido
apropriado, ja com a bactéria homogeneamente inoculada. O agente
antimicrobiano se difunde no meio e um gradiente de concentragédo €
estabelecido. A bactéria ira crescer a uma certa distancia do disco a qual é
inversamente proporcional a CIM da linhagem. Esta técnica ainda necessita de
uma padronizagdo quanto a correlagdo entre a CIM e o didmetro dos discos,
utilizando um grupo de linhagens relevantes. Devido a isto, esta técnica tém sido
evitada por diversos pesquisadores (MEGRAUD, 1997).

1.5.4. TESTE EPSILOMETRICO (E-TEST)

O teste epsilométrico € uma tentativa de se obter a CIM da linhagem
diretamente pela observacao do método de difusao. Uma fita de plastico contendo
um gradiente de agente antimicrobiano de interesse em um lado e uma escala de
outro é colocado sobre uma placa com a bactéria homogeneamente inoculada, da
mesma maneira que no teste de difusdo em disco. A leitura é realizada ao ponto
da elipse onde o crescimento da bactéria foi inicialmente inibido. Estudos
realizados para se comparar a precisao deste método em relagdo ao méetodo de
diluicdo em agar tém demonstrado boa correlacdo (MEGRAUD, 1997).

1.6. TRATAMENTO

O H. pylori € um patégeno altamente adaptado, que reside na superficie
do estdmago, abaixo da camada de muco, aderido as células da mucosa, e
também pode ser encontrado entre as células epiteliais. Estes variados nichos
proporcionam desafios na terapia antimicrobiana. Existem suposicoes de que a
bactéria também possa localizar-se intracelularmente, um problema a mais
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quando se leva em conta a agdo extracelular de certos antibiéticos, como a
amoxicilina, por exemplo. Adicionalmente, o limen gastrico € um meio hostil para
os compostos utilizados na terapéutica antimicrobiana, pois tém que penetrar na
espessa camada de muco, e precisam ser ativos em niveis baixos de pH. Além
disso, o contelido gastrico estd em constante mudanga, devido ao esvaziamento
fisiologico, e nao se pode esquecer que a principal razdo do fracasso de terapias
utilizadas para erradicagao do H. pylori deve-se a resisténcia observada a alguns
antimicrobianos utilizados (MCGOWAN, COVER, BLASER, 1996; BJORKHOLM et
al., 2000; GRAHAM, 2000).

Tem sido reportada variabilidade da resisténcia primaria do Helicobacter
pylori a varios antibiéticos e quimioterapicos, incluindo metronidazol, amoxicilina e
outros. Isto pode depender da area geografica estudada (regibes ou paises
desenvolvidos versus nao desenvolvidos), onde as condi¢cdes sanitarias, o acesso
aos servigos de saude, a educagdo e a informagao nao sao uniformes, além do
emprego abusivo de antibidticos (QUEIROZ et al,, 1993; GOTOH et al., 1997;
SEGURA et al., 1997; BARTOLOME et al., 1998; DORE et al., 1998; DEBETS-
OSSENKOPP et al., 1999; MENDONCA et al., 2000).

Nao menos importante, outros fatores, incluindo a escolha inadequada das
substancias — muitas terapias sao baseadas em tentativa e erro, auséncia de um
adequado conhecimento sobre a melhor opgéo terapéutica, baixa adesdo dos
pacientes ao tratamento, também contribuem para a faléncia da terapéutica de
erradicacao do Helicobacter pylori (LEE & O’'MORAIN, 1997; BREUER et al.,
1998; GRAHAM, 1998; LAHEIJ et al., 1999; GRAHAM, 2000).

Uma série de tratamentos foram inicialmente testados in vitro, mas essas
condi¢cdes experimentais nao necessariamente refletem a situagao real, quando a
infeccao esta estabelecida na mucosa gastrica (HEATLEY, 1995).

Um regime de erradicacdo eficaz e aceitavel € aquele onde a taxa de
erradicacao situa-se, pelo menos, em torno de 80%, sem intolerabilidade clinica
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ou efeitos colaterais e sem indugao de resisténcia bacteriana (GRAHAM et al,,
1991b; HENTSCHEL et al., 1993).

Os esquemas terapéuticos baseados em monoterapia apresentaram
eficacia muito baixa. Estudos com sais de bismuto, por exemplo, atingiram taxas
de 20% de erradicagdo. O subcitrato de bismuto foi mais efetivo que o
subsalicilato. Entre os antibidticos, a claritromicina é o que apresentou melhores
indices, embora altas doses, como 2g/dia por duas semanas erradicaram a
bactéria em apenas 50% dos casos (POUNDER & WILLIAMS, 1997).

Na sequéncia cronolégica, vieram as estratégias baseadas em multiplos
compostos, sendo os esquemas triplos com bismuto inicialmente os mais
extensamente estudados. Em 1990, foram obtidos bons resultados (94% de taxa
de erradicacao) com a utilizacao de subcitrato de bismuto associado a tetraciclina
e metronidazol, comparando-se com o regime de subcitrato de bismuto,
metronidazol e amoxicilina (73% de taxa de erradicagao) (CHIBA, 1992). A maior
vantagem da co-administracdo de substancias antisecretoras, como os IBP, inclui
o aumento do pH intra-gastrico, cujos valores normalmente baixos, constituem a

maior barreira contra a efetividade dos compostos antibioticos (GRAHAM, 1998).

Em 1992 foi proposto pelo comité organizador da Primeira Semana
Européia de Gastroenterologia em Atenas, a utilizacao de trés esquemas
terapéuticos para a erradicagao do H. pylorii terapia tripla com bismuto,
metronidazol e tetraciclina; terapia tripla com bismuto, metronidazol e amoxicilina e
terapia dupla, com omeprazol e amoxicilina, com a finalidade de se tornar mais
simples e convenientes os esquemas posolégicos e minimizar a ocorréncia de
efeitos colaterais (LEE,1993).

A combinacao de amoxicilina e omeprazol, obteve taxa de erradicacao
com alta variabilidade, apresentando valores entre 0 e > 90%. Estudos bem
controlados encontraram taxas de aproximadamente 50%. Com a substituicao da

amoxicilina pela claritromicina, taxas de erradicagdo em torno de 70% foram
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encontradas, sendo mais efetivos os tratamentos com 1g/dia de claritromicina e
40mg/dia de omeprazol durante 2 semanas (POUNDER & WILLIAMS, 1997).

A necessidade por taxas de erradicagdo maiores do que as obtidas com a
terapia dupla envolvendo IBP, levaram a estudos com IBP associado a dois
compostos antibidticos. Regimes incluindo a combinagdo de claritromicina e
tinidazol ou metronidazol mostraram taxas de erradicagdo em torno de 90%. Um
dos primeiros e mais importantes estudos multicéntricos foi o MACH-1, sigla obtida
através da combinacdo das iniciais de metronidazol, amoxicilina, claritromicina,
Helicobacter pylori e a duragao da terapia (1 semana), envolvendo 787 pacientes
com historia de Ulcera duodenal. Os melhores resultados foram derivados da
combinagao de omeprazol 20mg, amoxicilina 1g e claritromicina 500mg, em duas
tomadas diarias, por 7 dias, com os seguinte resultados entre inten¢ao de tratar e
pelo protocolo, respectivamente: 91% e 98%, versus 90% e 94% obtido com o
esquema omeprazol 20mg, claritromicina 250mg e metronidazol 400mg, também
em duas tomadas diarias, durante 7 dias (POUNDER & WILLIAMS, 1997: LIND et
al., 1999).

Conforme resultados publicados em 1999, o estudo MACH-2 foi (til para a
avaliagéo do papel do omeprazol na erradicagédo do H. pylori, além de apresentar
evidéncias de que esta substancia reduz o impacto da resisténcia primaria, e
diminui o risco de resisténcia secundéria aos antimicrobianos associados, quando
feita a comparagdo com regimes contendo apenas agentes antibiéticos (LIND et
al., 1999).

Os antagonistas dos receptores H, tém sido utilizados para promoverem a
cicatrizagdo da doenca ulcerosa péptica, porém ndo possuem efeito contra o H.
pylori. Existem estudos nos quais sdo associados a agentes com acao antibiotica,
como a ranitidina-citrato de bismuto. O uso desta associagdo suprime, porém
raramente erradica a infecgdo. O uso de ranitidina-citrato de bismuto 400 mg
conjuntamente a claritromicina 500 mg, ambas em duas tomadas diarias, alcangou
taxas em torno de 96% de erradicagdao. O uso de ranitidina associada a terapia
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tripla de curta duragdo (< 1 semana), merece investigacao para avaliar melhor
seus beneficios (WYETH et al., 1996; AXON et al, 1997, POUNDER &
WILLIAMS, 1997; MAGALHAES et al., 1998; PETERSON & GRAHAM, 1998;).

Em 1994 uma reunido de consenso nos E.U.A., concluiu que, todos os
pacientes com doencga ulcerosa péptica, portadores de H. pylori, deveriam receber
antibioticos além de medicagdo especifica para a doenga péptica. Tal reuniao,
porém, nao indicou um tratamento em particular para a erradicagao deste agente
infecioso, deixando uma lacuna para a melhor terapia a ser instituida (NIH
CONSENSUS CONFERENCE, 1994; PEURA & GRAHAM, 1994).

No ano de 1997, o Nucleo Europeu para o Estudo do Helicobacter pylori
(EHPSG), reunido em Maastrich, dividiu as indicagbes de tratamento em: a)
altamente recomendavel, incluindo doenga ulcerosa péptica, linfoma MALT,
gastrite com anormalidades severas e ap6s ressecgcao de tumores gastricos
precoces; b) aconselhavel, que inclui terapéutica continuada com IBP na doenca
do refluxo gastro-esofagico, ap6s cirurgia de Ulcera peptica, dispepsia nao
ulcerosa, histéria familiar de cancer gastrico, terapia com antiinflamatérios e
segundo a vontade do paciente; c) incerta, onde se enquadram a prevencao do
cancer gastrico, individuos assintomaticos e doengas extra-intestinais (THE
MAASTRICH CONSENSUS REPORT, 1997).

No Brasil, o Nucleo Brasileiro para o Estudo do Helicobacter pyiori
recomendou a classe médica brasileira em 1997, dois esquemas terapéuticos
iniciais para a erradicagao da bactéria: terapia tripla com omeprazol, claritromicina
e amoxicilina e uma opgao mais econdémica com subcitrato de bismuto, tetraciclina
e furazolidona. Além disso, o Nucleo sugeriu 3 esquemas para retratamento,
utilizando IBP, sal de bismuto e antibidéticos como amoxicilina, claritromicina,
azitromicina, tetraciclina e quimioterapicos como o metronidazol e tinidazol em
combinagodes variadas (CARVALHAES et al.,, 1997).

51



Introdug&o

Alguns estudos pilotos tém sido desenvolvidos, utilizando-se da
combinacao da furazolidona com tetraciclina e metronidazol ou claritromicina, mais
um IBP, com resultados promissores (taxas de erradicagdo através da “intencéo
de tratar” variando entre 85 a 100%) (GRAHAM et al., 2000).
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Objetivos

Entre os objetivos deste estudo prospectivo, controlado e randomizado,
esta a avaliagdo da eficacia de dois esquemas terapéuticos correntemente aceitos
e recomendados pelo Nucleo Brasileiro para o Estudo do Helicobacter pylori para
a erradicagao da infecgéo pelo H. pylori e tratamento da doenga ulcerosa péptica
ativa, sendo um deles constituido por inibidor de bomba proténica, amoxicilina e
claritromicina, e o outro por subcitrato de bismuto, furazolidona e tetraciclina, com
énfase em um dos aspectos responsaveis pela faléncia terapéutica, como a
resisténcia primaria do Helicobacter pylori aos agentes antibiéticos. Também foi
avaliada a presenca de resisténcia secundaria ap6s o tratamento instituido.



3. MATERIAIS E METODOS
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Materiais e Métodos

Noventa e dois individuos, consecutivamente em investigagdo pela queixa
de dispepsia provenientes do Ambulatério de Gastroenterologia da Universidade
Sédo Francisco — USF, com positividade documentada para a infecgcdo pelo
Helicobacter pylori e com doencga ulcerosa péptica, foram incluidos neste estudo.
As Ulceras foram detectadas durante a realizacdo de endoscopia digestiva alta e a
infeccdo pelo Helicobacter pylori foi determinada através da coleta de miiltiplas
biopsias gastricas do fundo, corpo e antro (avaliagdo histoldgica, com coloragao
HE e de Giemsa, e cultura). O teste rapido da urease (Probac, Sdo Paulo, Brasil)
foi realizado, utilizando-se amostras do antro gastrico. Os critérios de exclusao
foram: presenca de aspecto de malignidade a endoscopia; antecedente de cirurgia
gastroduodenal; tratamento de infecgdo por Helicobacter pylori prévio; uso de
antibiéticos ou substéancias de inibigao de secregdo acida gastrica no més anterior
ao da realizagao do estudo; gravidez; lactagdo; intensidade dos efeitos adversos.
Os pacientes que nao retornaram para o seguimento também foram excluidos do
estudo. Houve uma distribuicdo aleatéria em dois grupos de tratamento: Grupo A:
lansoprazol 30 mg (Ogastro®, Abbott, Brasil) duas vezes ao dia (em jejum pela
manha e antes do almogo), amoxicilina 1000 mg (Amoxil®, Smith Kline Beecham,
Brasil) duas vezes ao dia (apds o café da manha e jantar) e claritromicina 500 mg
(Klaricid®, Abbott, Brasil) duas vezes ao dia (apdés o café da manha e jantar)
(Tabela 3); Grupo B: subcitrato de bismuto 120 mg (Peptulan®, Farmasa, Brasil)
quatro vezes ao dia (apos o café da manha, almogo, jantar e antes de dormir a
noite), tetraciclina 500 (Terramicina®, Pfizer, Brasil) quatro vezes ao dia (apés o
café da manha, almogo, jantar e antes de dormir a noite) e furazolidona 200 mg
(Giarlam®, UCI Farma, Brasil) duas vezes ao dia (apds o café da manha e jantar)
(Tabela 4). O periodo de tratamento consistiu em 7 dias para ambos os grupos.
Todos os medicamentos foram fornecidos aos pacientes, € nenhuma outra
substancia anti-ulcerosa foi administrada durante o estudo. Os pacientes foram
detalhadamente informados sobre a necessidade do tratamento para erradicacao
do Helicobacter pylori, da importancia da adesdo e dos efeitos colaterais
esperados. Explicacao verbal e instrugdes impressas foram-lhes entregues para
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auxilia-los na ingesta das medicagdes. Cada paciente assinou um termo de
consentimento prévio a entrada do estudo, e o protocolo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Sao Francisco e conduzido de acordo com

a Declaragao de Helsinki.

Tabela 3 — Grupo A

MEDICAMENTO mg N° DE DOSES DIARIAS
LANSOPRAZOL 30 2
AMOXICILINA 1000 2
CLARITROMICINA 500 2

Tabela 4 — Grupo B

MEDICAMENTO mg N° DE DOSES DIARIAS
SUBCITRATO DE BISMUTO COLOIDAL 120 4
TETRACICLINA 500 4
FURAZOLIDONA 200 2

Nao houve diferencas entre os grupos de estudo, no que diz respeito as
caracteristicas demograficas (todos os pacientes eram provenientes da regido de

Bragancga Paulista) e ao tabagismo (Tabela 5).
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Tabela §: Caracteristicas dos pacientes.

GRUPO A GRuPO B

(n = 46) (n = 46)
IDADE (anos|variacao)) 42 (23-73) 41 (20-70)
HOMENS (n/%) 27159 35/70
FUMANTES (n/%) 17136 18/40

3.1. CEPAS BACTERIANAS

As biopsias obtidas durante a endoscopia foram imediatamente
transportadas em meio de Brucella com 10% de glicerol para o laboratério de
microbiologia. A bactéria Helicobacter pylori foi isolada através da inoculacdo dos
espéecimes em meios de cultura seletivos (brain heart infusion — BHI — base de
agar, extrato de levedura, 10% sangue de carneiro, 10 mg/l vancomicina, 20mg/|
acido nalidixico, 10mg/l anfotericina B, 40 mg/l cloreto de trifenil tetrazélio— TTC) e
meio nao seletivo (BHI agar) e incubados a 37°C sob condi¢gdes microaerofilicas
(8-10% CO,, 5-6% 0O, 80-85% NO.), com 95% de umidade relativa, sendo
inspecionadas a partir do 3° dia de incubagao. A identificagdo das colénias foi
confirmada pela coloragéo de Gram, e producgao de oxidase, catalase e urease. As
amostras de Helicobacter pylori foram estocadas a -70°C em meio de Brucella
contendo 25% de glicerol.

3.2. DETERMINACAO DA SUSCEPTIBILIDADE MICROBIANA

As amostras viabilizadas foram inoculadas em BHI agar contendo 10% de
sangue de carneiro, e incubadas a temperatura de 37°C, sob condi¢des

58



Materiais e Métodos

microaerofilicas. As colénias foram suspensas em PBS (pH 7.2) e ajustadas a
turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10°
ufc/ml). As bactérias foram, entao, inoculadas nas placas de agar com replicador,
depositando-se 1 pl de amostra para um indculo final de 10° ufc/ml. A
concentragao inibitéria minima (CIM) para claritromicina, amoxicilina, tetraciclina e
furazolidona foi determinada pelo método da diluigdo em agar, com concentragdo
variando entre 64 a 0,125 ug/ml. As placas de agar foram incubadas a
temperatura de 37°C em condi¢cdes microaerofilicas por 72 h. A resisténcia
primaria das cepas de Helicobacter pylori, isoladas de amostras gastricas de
pacientes nao tratados, foi considerada quando a CIM foi >2 pg/ml para a
tetraciclina, >16 pg/ml para amoxicilina, >2 yg/ml para a claritromicina e >2 ug/ml
para a furazolidona (Figura 1). Todos os testes foram feitos em duplicata. A
resisténcia secundaria foi definida quando cepas de Helicobacter pylori obtidas de
pacientes com erradicagao nao satisfatéria apresentaram niveis de CIM superior
para cada antibiético como ja descrito acima.

3.3. REAGENTES

O cloreto de trifenil tetrazolium 40 mg, anfotericina B, vancomicina, acido
nalidixico, amoxicilina, tetraciclina, furazolidona, e claritromicina utilizados foram
provenientes da Sigma (St. Louis, EUA). O meio BHI-agar utilizado, foi proveniente
da DIFCO (Maryland, EUA). Todos os outros reagentes utilizados foram de

pureza analitica.

3.4. ANALISE ESTATISTICA
A erradicacao do Helicobacter pylori foi a medida da eficacia do

tratamento. As taxas de erradicagao foram avaliadas de acordo com a intengéo de
tratar e pelo protocolo. Os dados foram analisados utilizando-se o teste “t” de
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Student. Um valor p menor que 0,05 foi tomado como indicador de significancia
estatistica.

3.5. SEGUIMENTO

Os pacientes foram reavaliados no final da terapia, onde a adesao foi
avaliada por intermédio de uma entrevista. Eles foram submetidos a um segundo
exame endoscopico 30 dias apés o término da terapia, com o objetivo de se
avaliar a erradicacdo do Helicobacter pylori e a cicatrizacdo da Ulcera. A
especificidade da avaliacdo de quatro semanas apés o tratamento é de 96% (VAN
DER HULST, RAUWS, KOYCU, 1996).

A cicatrizagdo das lesdes pépticas foi considerada na auséncia de
Ulceragbes no exame prévio, ou na presenca de uma cicatriz definitiva. Foram
realizadas biépsias do fundo, corpo e antro gastricos para se determinar a
presenca do H. pylori pelo teste rapido da urease, cultura e exame histologico. A
erradicacao do Helicobacter pylori foi definida por uma cultura negativa, histologia
e teste da urease também negativos. O endoscopista, o patologista e o
microbiologista envolvidos no estudo, desconheciam o tratamento ao qual o

paciente foi submetido.
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Figura 1 : Distribuicao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para a amoxicilina
(AMO), claritromicina (CLA), tetraciclina (TET) e furazolidona (FUR) entre as
amostras de Helicobacter pylori isoladas de todos os pacientes incluidos no

estudo antes do tratamento.
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Resultados

4. RESULTADOS

Cinco pacientes de cada grupo de estudo ndo retornaram para

seguimento. Os efeitos colaterais mais comumente observados foram: diarréia,

nausea e desconforto abdominal,

com 9 2 e 2 eventos relatados,

respectivamente, no Grupo A, e escurecimento das fezes, nausea, desconforto

abdominal e gosto metalico, com 10, 4, 3 e 3 eventos relatados, respectivamente,

no Grupo B (Tabela 6). Estes sintomas foram considerados leves pelos pacientes

de ambos os grupos, com excegao de 1, excluido do Grupo B, que nao chegou a

completar o tratamento. Um mesmo paciente pode ter relatado mais que 1 evento

adverso.

Tabela 6 : Efeitos Colaterais.

GRUPO A GRUPO B
(n=41) (n=40)
Manifestacoes Eventos Manifestagoes Eventos
Clinicas Relatados Clinicas Relatados
Diarréia 9 (22%) Escurecimento das 10 (25%)
Fezes
Nausea 2 (5%) Nausea 4 (10%)
Desconforto 2 (5%) Desconforto 3 (8%)
Abdominal Abdominal
Gosto Metalico 3 (8%)

A erradicacéo do Helicobacter pylori foi bem sucedida em 66% (27/41) dos
pacientes do Grupo A, e em 60% (24/40) dos pacientes do Grupo B (p>0,05,
N.S.). Similarmente, ndo houve diferengas entre os grupos de tratamento quando

os pacientes foram avaliados pelo critério intengao de tratar, apresentando 59% de
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taxa de erradicagéo (27/46) no Grupo A e 52% (24/46) no Grupo B, (p>0,05, N.S.).
Taxas de cicatrizagao foram comparaveis entre os grupos, tanto pela analise pelo
protocolo, quanto pela intencdo de tratar. Todas as propor¢ées encontram-se
dentro de intervalo de confianga de 95% (Tabela 7).

Tabela7: Efeito da terapia na erradicagdo do Helicobacter pylori e na
cicatrizacao das lesdes pépticas.

GRUPO A GRruUPO B

Pelo intengao de Pelo Intengao de
protocolo tratar protocolo tratar

ERRADICAGAO  66% (27/41) 59% (27/46) 60% (24/40) 52% (24/46)

(0,513:0,804) (0,445;0,729) (0,448;0,752) (0,377,0,666)

CICATRIZAGAO  90% (37/41) 80% (37/46) 87% (35/40) 76% (35/46)

(0,812;0,993) (0,670,0,919) (0,773;0,978) (0,638;0,884)

IC (95%)

A cicatrizagdo das ulceragdes foi observada em todos os pacientes cuja
erradicaga@o do H. pylori ocorreu com sucesso, e também em alguns onde nao se
notou a erradicagdo. Dos 14 pacientes do Grupo A onde ndo se observou a
erradicacao, em 10 (71,4%) foi notada a cicatrizacao e em 4 deles (28,6%) n3o
houve a cicatrizagdo completa das ulceragoes (Tabela 8), enquanto que entre os
16 pacientes do Grupo B, os valores respectivos foram de 11 (68,8%) e 5 (31,2%)
(Tabela 9).
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Tabela 8 : Cicatrizacdo das lesdes pépticas nos pacientes do Grupo A onde nao

se observou a erradicacgéo do Helicobacter pylori.

GRUPO A (n=41)
Nao Erradicacao Cicatrizacao Nao Cicatrizagao
14 (34,2%) 10 (71,4%) 4 (28,6%)

Tabela 9 : Cicatrizagdo das lesdes pépticas nos pacientes do Grupo B onde nao

se observou a erradicagao do Helicobacter pylori.

GRUPO B (n=40)

Nao Erradicagao Cicatrizacao Nao Cicatrizacao

16 (40%) 11 (68,8%) 5 (31,2%)

Resisténcia primaria do Helicobacter pylori a amoxicilina, claritromicina,
tetraciclina e furazolidona, foi detectada em 22 (23,9%), 26 (28,3%), 2 (2,2%), e 7

(7,6%) pacientes do total de noventa e dois (Tabela 10).
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Tabela 10 : Resisténcia primaria total do Helicobacter pyiori .

AGENTES ANTIBIOTICOS RESISTENCIA PRIMARIA
(GRUPO A e B) (n=92)
Amoxicilina 22 (23,9%)
Claritromicina 26 (28,3%)
Tetraciclina 2 (2,2%)
Furazolidona 7 (7,6%)

A resisténcia primaria individualizada por grupo de tratamento foi: 8

(19,5%) para a amoxicilina, 12 (29,3%) para a claritromicina e 3 (7,3%) para

ambas no Grupo A. No Grupo B, apenas 3 (7,5%) pacientes apresentaram alguma

resisténcia primaria aos medicamentos daquele grupo, no caso, a furazolidona.

Resisténcia a ambas, tetraciclina e furazolidona, nao foi encontrada. Resisténcia

secundaria a amoxicilina foi encontrada em 1 (2,4%) e a claritromicina em 3

(7,3%) paciente. Nenhum apresentou resisténcia secundaria a ambas. No Grupo

B, resisténcia secundaria foi detectada apenas com a furazolidona em 1 (2,5%)

paciente (Tabela 11, Figura 2).
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Tabela 11 : Resisténcia primaria e secundaria do H. pylori aos antibiéticos de

acordo com os grupos terapéuticos.

AGENTES ANTIBIOTICOS RESISTENCIA
numero de pacientes (%)

Primaria Secundaria
GRUPO A
Amoxicilina 8 (19,5) 1(2,4)
Claritromicina 12 (29,3) 3(7,3)
Amoxicilina + Claritromicina 3(7,3) 0
GRUPO B
Tetraciclina 0 0
Furazolidona 3(7.5) 1(2,5)
Tetraciclina + Furazolidona 0 0
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Figura 2 : Resisténcia primaria e secundaria do H. pylori aos antibidticos
amoxicilina (AMO), claritromicina (CLA), tetraciclina (TET) e furazolidona (FUR)

de acordo com os grupos terapéuticos, em numero de pacientes.

Resisténcia Bacteriana por
Grupo Terapéutico

N° DI
PACI|
TES

AMO + TET FUR TET =
CLA FUR

1 Resisténcia Primaria OResisténcia Secundaria

Nos 24 (58,5%) pacientes do Grupo A que ndo apresentaram resisténcia
alguma as medicagdes, foi observada taxa de erradicacao de 79,2%, enquanto
que nos 37 (92,5%) pacientes do Grupo B sem resisténcia alguma as medicacdes
envolvidas em seu esquema terapéutico, ocorreu apenas 62,2% de erradicagao.
As taxas de erradicacdo foram reduzidas pela metade quando a resisténcia a pelo

menos um dos agentes antibiéticos foi notada (Tabela 12, Figura 3).
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Tabela 12 : Efeito da terapia de erradicagao de acordo com a resisténcia primaria

do H. pylori aos agentes antibioticos do Grupo A e Grupo B.

GRUPO Resisténcia Pacientes Erradicaram Nao erradicaram
Primaria
n (%) n (%) n (%)
A Nenhuma 24 (58,5) 19 (79,2) 5(20,8)
(n=41) AMO 8 (19.5) 3 (37,5) 5 (62,5)*
CLA 12 (29,3) 5 (41,7) 7 (58,3)"
CLA e AMO 3(7,3) 0 3 (100)
CLA ou AMO 17 (41,5) 8 (40) 9 (45)
B Nenhuma 37 (92,5) 23 (62,2) 14 ( 37,8)
(n=40) FUR 34(7.5) 1.(33,3) 2 (66,7)*

CLA = claritromicina; AMO = amoxicilina; FUR = furazolidona

* (p>0,05, N.S.)
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Figura 3 : Efeito da resisténcia bacteriana a amoxicilina (AMO), claritromicina
(CLA) e furazolidona (FUR) nas taxas de erradicagdo (%) do Helicobacter pylori

entre os pacientes do Grupo A e B.
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Discussao

O maior conhecimento do impacto da infec¢ao pelo Helicobacter pylori em
seres humanos, resultou em varias diretrizes de tratamento. Por exemplo, a
erradicagao do Helicobacter pylori € altamente recomendada para o tratamento da
doenca ulcerosa péptica, ulcera hemorragica, linfoma de baixo grau e no
seguimento de ressecgdes de cancer gastrico precoce (LEE & O'MORAIN, 1997).

Recentemente, a prescricdo de antibidticos para todos os pacientes
dispépticos positivos para Helicobacter pylori em areas com alta incidéncia de
Ulcera péptica foi considerada custo-efetiva, se comparada com a investigacao de
todos os pacientes dispépticos com o intuito de se identificar aqueles com ulcera
(DE BOER & TYTGAT, 2000).

Na selecao de um adequado regime de erradicagao, deve-se levar em
conta a simplicidade do mesmo, os efeitos adversos e a sensibilidade do
antibiético, além do custo (HARRIS, 1998). Como o tratamento ideal ainda n&o foi
encontrado, muitos esquemas terapéuticos tém sido sugeridos (PENSTON, 1996).
Nao ha um consenso a respeito de qual terapia € a ideal, e uma efetividade de
erradicacdo de aproximadamente 90% €& a desejada. A melhor terapia,
correntemente disponivel, consiste em um IBP, ou sais de bismuto, associados a
dois agentes antibidticos (CARVALHAES et al., 1997; HARRIS, 1998; DE BOER &
TYTGAT, 2000; GRAHAM & OSATO, 2000;). A terapia tripla baseada na
associagao de sais de bismuto, ndo é cara, e acarreta altas taxas de cura, sendo
utilizada mundialmente (LEE & O’'MORAIN, 1997; BREUER ef al., 1998; LAHEIJ et
al., 1999; DE BOER & TYTGAT, 2000). Entretanto, o grande numero de
comprimidos necessarios diariamente, bem como o impacto dos efeitos colaterais,
limitou seu uso, diminuindo a adesao e a tolerabilidade (CHIBA & HUNT, 1999).
Um efeito agravante seria o de que, ao nao fazer o uso correto da dose do
medicamento prescrito, o paciente estaria facilitando a diminuicdo de sua
concentracgdo no sitio da infecgao, e, provavelmente, promovendo o aparecimento
da resisténcia bacteriana. Esta € uma maneira comum de se selecionar mutantes
in vitro (MEGRAUD, 1997).

74



Discussao

Como tentativa para se solucionar a problematica da abundancia de
comprimidos diarios, varios protocolos recomendam terapia tripla com IBP como
primeira linha de tratamento (CARVALHAES et al, 1997; PENSTON, 1996),
oferecendo conveniéncia e tolerabilidade. Todavia, um alto custo e um aumento
da resisténcia aos antimicrobianos pode vir a ser um problema relevante (AL-ASSI
et al.,1994; GRAHAM, 1998; MEGRAUD, 1998a).

Dados sobre a resposta a tratamentos para erradicacao do H. pylori em
paises em desenvolvimento sdo pobres e fragmentados, sugerindo que as taxas
de erradicacdo sejam baixas, se comparadas com as obtidas em paises
desenvolvidos (BUIATTI et al.,1994, MUNOZ et al., 1996; SIMSEK, KADAYIFCI,
TATAR, 1996).

Neste estudo, o tratamento de pacientes com o diagnéstico de doenca
ulcerosa péptica em atividade associada a infecgao pelo Helicobacter pyiori, feito
com duas terapias altamente recomendadas - subcitrato de bismuto, furazolidona
e tetraciclina, considerada altamente efetiva, taxa de erradicacdo de 84% como
observado em um estudo brasileiro anterior (MAGALHAES et al., 1998), ou
lansoprazol, associado a amoxicilina e claritromicina — resultou em taxas de
erradicagdo muito baixas (<70%). Entretanto, taxa de 79,2% de erradicagdo foi
encontrada na auséncia de resisténcia tanto a claritromicina quanto & amoxicilina,
e 62,2% de taxa de erradicagao no Grupo B, quando na auséncia de resisténcia a
tetraciclina e furazolidona. Os dados sugerem que nenhuma das terapias acima
pode ser considerada generalizadamente aceitavel, devido aos resultados
insatisfatorios encontrados na populagao estudada, porém mostram que um
estudo prévio de resisténcia aos agentes antibidticos envolvidos em um
determinado esquema, pode aumentar sua eficacia.

A resisténcia bacteriana € um crescente problema no tratamento da
infecgéo pelo Helicobacter pylori, nos diferentes paises. As taxas de resisténcia as
medicagbes comumente utilizadas para a erradicacdo desta bactéria, nos Estados
Unidos da América, por exemplo, variam entre 7 a 14% para a claritromicina. Na
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Europa, para esta mesma substancia, as taxas variam entre 0 a 15%. Com
relacdo a amoxicilina, a resisténcia é considerada rara, embora taxas altas como
31% tenham sido encontradas (GRAHAM, 1998; MEGRAUD, 1997; MEGRAUD,
1998b).

A alta prevaléncia da infeccdo pelo Helicobacter pylori numa populagao e
0 uso ndo racional de antibiéticos pela mesma, possibilitaria o achado de um
maior numero de cepas resistentes de Helicobacter pylori as medicacdes
utilizadas nos esquemas de erradicagdo (ECCLISSATO et al., 1999; MENDONCA
et al., 2000). Cepas resistentes de Helicobacter pylori acompanham a baixa taxa
de erradicagao observada nos pacientes do Grupo A. A resisténcia @ amoxicilina
foi similar a reportada anteriormente na mesma area geografica do presente
estudo, mas aquela observada com claritromicina, aumentou dramaticamente,
passando de 7% para 29,3% (MENDONCA et al., 2000). As taxas de erradicagao
obtidas com o esquema terapéutico do Grupo A, além dos altos custos do
tratamento, associados a uma alta resisténcia primaria e a possibilidade de
resisténcia secundaria, como observada, contra-indicariam seu uso generalizado
nessa populagao.

A furazolidona tem sido utilizada recentemente como uma substancia
alternativa, em resposta a uma alta prevaléncia de cepas de Helicobacter pylori
resistentes ao metronidazol (DE BOER & TYTGAT, 1995; LERANG et al., 1997,
SEGURA et al., 1997; MAGALHAES et al., 1998; ECCLISSATO et al., 1999; LIU et
al., 1999; XIAO et al., 1999).

Uma baixa (e até mesmo nula, caso se considere apenas um grupo em
separado) resisténcia primaria a furazolidona e a tetraciclina foi observada, sendo
este achado similar ao ja anteriormente encontrado. Resisténcia secundaria a
estas substancias foi observada em apenas um paciente, com a furazolidona. A
despeito destes achados, este esquema terapéutico tambéem falhou. Embora
explicagao verbal e instrugées impressas tenham sido fornecidas previamente ao
tratamento, e também a quantidade correta de medicamentos oferecida, a adeséo
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pode ter desempenhado papel importante na falha do esquema B, pois a ingesta
de um grande numero de comprimidos (10 no total diario), sendo dois tipos deles 4
vezes ao dia e o outro 2 vezes ao dia, facilita a ocorréncia de falhas. A falha de
tratamento neste grupo, pela clareza dos resultados, ndo se correlacionou com os
dados de resisténcia bacteriana. Uma outra possibilidade, a qual também pode ter
ocorrido com o esquema A, seria a interferéncia da farmacocinética das
substancias utilizadas, causando redugédo na disponibilidade das mesmas no sitio
de agao, pois ainda ndo se conhece com exatiddo como e quanto de interacao
existe num esquema constituido por multiplos compostos (GRAHAM, 2000).
Portanto, este esquema também nao deve ser recomendado, comumente, para a

erradicacao desta infeccédo, especialmente na regido geografica estudada.

Caso se leve em conta que qualquer regime terapéutico baseado em
compostos multiplos apresenta os problemas ja descritos, as dificuldades para se
determinar qual a melhor terapia e até mesmo de se conduzir um estudo, sdo
grandes desafios. O desenvolvimento de uma formulagdo em dose unica, ou
constituida por apenas um Unico principio ativo para a erradicacao do Helicobacter
pylori poderia, talvez, contribuir para a resolugédo de uma parcela importante desta

infecgao tao particular.
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Conclusoes

Os resultados apresentados enfatizam que, antes de se sugerir uma
terapia de erradicacdo a ser universalmente empregada, ou de se utilizar de
estratégias do tipo “testar e tratar” em paises em desenvolvimento, muita cautela
deve ser tomada. Também subsidiam a visao de que a resisténcia pode encobrir
um potencial, sério e nao reconhecido problema em regides geograficas
diferentes. A nogao de que o desenvolvimento de um “super” Helicobacter pylori,
resistente a muitos antibioticos, € factivel, e somente estara longe de acontecer
quando houver aumento da conscientizacdo tanto dos meédicos quanto dos

pesquisadores sobre a necessidade de uma melhor abordagem desta infecgao.
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Summary

Objective: To compare the efficacy of two regimens of triple therapy in
patients with Helicobacter pylori infection and peptic ulcer disease, and evaluate
the impact of bacterial resistance to antibiotics on eradication rate. One of the
regimens, consisted of lansoprazole, amoxicillin and clarithromycin, and the other

consisted of bismuth, tetracycline and furazolidone.

Methods: Ninety-two consecutive Helicobacter pylori-positive patients with
active peptic ulcer disease were randomly enrolled to receive either (A)
lanzoprazole (Ogastro, Abbot, Brazil) 30 mg b.i.d., plus 1000 mg of amoxicillin
(Amoxil, Smithkline Beecham, Brazil) b.i.d., plus clarithromycin (Klaricid, Abbot,
Brazil) 500 mg b.i.d.; or (B) bismuth subcitrate (Peptulan, Farmasa, Brazil) 120 mg
qg.id., plus 500 mg of tetracycline (Terramicina, Pfizer, Brazil) q.id., plus
furazolidone (Giarlan, UCI Farma, Brazil) 200 mg b.i.d.. Both groups (n = 46 each)
received the medication for 1 week. The Helicobacter pylori status was reassessed
30 days following completion of the therapy in order to evaluate eradication rates
and bacterial resistance to the antibiotics was investigated using na in vitro assay.

Results: Five patients from each study group were lost to follow up. Side
effects were considered to be mild by individuals from both groups, except by one
assigned to group B who could not complete the treatment. Both treatments
resulted in similar H. pylori eradication rate: 66% and 60% (per protocol), 59% and
52% (intention-to-treat) in group A and B, respectively (p>0.05, n.s.). However,
eradication improved to 79% in the absence of Helicobacter pylori resistance to
clarithromycin or amoxicillin. Similar healing rates were observed both groups by

per protocol or intention-to-treat analysis.

Conclusions: Primary resistance to clarithromycin or amoxicillin may
underscore a potentially serious problem for the eradication of H. pylori infection.
Testing for bacterial resistance may become necessary to improve therapeutic
efficacy. The results emphasise that caution must be exercised before suggesting
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a general eradication therapy, which could be universally employed, or even a “test
and treat” strategy in developing countries.

Key words: clarithromycin, amoxycillin, tetracycline, furazolidone, bismuth
subcitrate, lansoprazole, Helicobacter pylori therapy, antibiotic resistance in Brazil.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the efficacy of two commonly employed treatments for
Helicobacter pylori infection and the impact of bacterial resistance to antibiotics on
eradication rate. Methods: Ninety-two consecutive Helicobacter pylori-positive
patients with active peptic ulcer disease were randomly enrolled to receive a 7-day
treatment with either lansoprazole 30mg plus amoxicillin 1g and clarithromycin
500mg (all b.id., Group A, n=46); or bismuth subcitrate 125mg q.i.d. plus
tetracycline 500mg q.i.d and furazolidone 200mg b.id. (Group B, n=46)
Helicobacter pylori status was reassessed 30 days following completion of the
therapy and bacterial resistance to the antibiotics was investigated using an in vitro
assay. Results: Five patients from each study group were lost to follow up. Both
treatments resulted in similar Helicobacter pylori eradication rate: 66% - 60% (per
protocol), 59% - 52% (intention-to-treat) in Group A and B, respectively (N.S.).
However, eradication improved to 79% in the absence of Helicobacter pylori
resistance to clarithromycin or amoxicillin. Conclusion: Primary resistance to
clarithromycin or amoxicillin may underscore a potentially serious problem for the
eradication of Helicobacter pylori infection. Testing for bacterial resistance may
become necessary to improve therapeutic efficacy.

Key words: clarithromycin, amoxicillin, furazolidone, Helicobacter pylori,

eradication, antibiotic resistance.
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Helicobacter pylori colonization of the gastric mucosa has been considered
the most common chronic bacterial infection in humans. It has been reported that
over 50% of the world’s population is infected. It produces progressive gastric
damage and it has been associated with gastroduodenal ulcers, adenocarcinoma
and lymphoma of the stomach. Most importantly, Helicobacter pylori eradication
modifies the natural history of peptic ulcer disease, and the bacteria is considered

a type | carcinogen (1,2).

Helicobacter pylori eradication has proved to be a challenge to physicians
and scientists. Despite colonizing an organ with a hostile pH, it protects itself by,
among several mechanisms, attaching to the surface of gastric epithelial cells
within the mucous layer where a higher pH is found. Moreover, its urease activity
can augment local pH, creating a suitable microenvironment for survival. Access
of antimicrobials to this site is not fully explored, and the pharmacological
properties of these drugs regarding their effects on Helicobacter pylori are not
completely understood. It may be restricted (3-4) or affected by acid blockade, or
even by the bacteria’'s presence itself (5-6). Eradication failure has been
associated with several reasons, including inadequate choice of drugs — most
regimens are based on trial and error, lack of adequate knowledge of best
therapeutic options, poor patient's adherence to treatment and primary
Helicobacter pylori resistance to the most commonly employed antibiotics — a

major concern (7-11).

Variability of Helicobacter pylori resistance to several antibiotics including

metronidazole, amoxicillin and others has been reported. It may be dependent on
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the geographic areas studied (developed vs. underdeveloped regions or countries)
where sanitary conditions, access to health care, education and information are not
uniform. Abusive use of antibiotics for the treatment of several conditions, a
widespread issue, may also play a role, as well as a general lack of patient’s

perception of the importance of compliance for a successful eradication (12-20).

The estimated rate of Helicobacter pylori infection among the general
population is higher in developing countries compared to a lower prevalence in
countries such as United States (21-22). However, most therapeutic schedules
have been proposed and evaluated in developed countries (7-8-23), which may not
reflect several local differences that may be potentially important for the successful
eradication of the bacteria. Therefore, the aim of this study was to asses the
efficacy of two currently accepted and recommended therapeutic regimens aiming
eradication of Helicobacter pylori infection for the treatment of active peptic ulcer
disease, and to focus on one of the aspects of treatment failure: primary

Helicobacter pylori resistance to antibiotics.
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METHODS

Ninety-two consecutive individuals with Helicobacter pylori infection and
active gastroduodenal ulcer disease were included in this study. Peptic ulcers
were detected during upper gastrointestinal endoscopy and Helicobacter pylori
infection was determined using rapid urease test in one antral biopsy (Probac, Sao
Paulo, Brazil), histological evaluation (H&E and Giemsa staining) and culture using
two samples (one for each method) from antrum, corpus and fundus. Exclusion
criteria were presence of malignancy at endoscopy, prior gastroduodenal surgery
or Helicobacter pylori treatment, use of antibiotics or gastric acid suppression
drugs in the previous month, and pregnancy or lactation. Patients who did not
return to follow-up were also excluded from the study. They were randomly
assigned to two treatment groups: (A) lansoprazole 30 mg b.i.d. (Ogastro®, Abbott,
Brazil), plus amoxicillin 1000 mg b.i.d. (Amoxil®, Smith Kline Beecham, Brazil) and
clarithromycin 500 mg b.i.d. (Klaricid®, Abbott, Brazil); and (B) bismuth subcitrate
125 mg q.i.d. (Peptulan®, Farmasa, Brazil) plus tetracycline 500 q.i.d.
(Terramicina®, Pfizer, Brazil) and furazolidone 200 mg b.i.d. (Giarlan®, UCI Farma,
Brazil). The treatment period consisted of 7 days for both groups. All medications
were given to the patients and no other ulcer healing drugs were allowed during
the study. Patients were informed in detail about the necessity of the treatment
aiming Helicobacter pylori eradication, the importance of compliance and the side
effects expected. Verbal explanation and printed instructions were given to the
patients to assist them in taking the drugs properly. Each patient signed a written

informed consent prior to entering the study. The protocol was approved by the
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local Ethics Committee and was conducted in accordance to the Declaration of

Helsinki.
Follow-up

The patients were re-evaluated at the end of therapy. Compliance was
assessed by interview at the end of the treatment, when patients were asked if all
medication was used. They were subjected to a second endoscopic examination
30 days following successful completion of the therapy in order to assess
Helicobacter pylori eradication and ulcer healing. Healing of peptic lesions was
considered as absence of ulcers in previously injured mucosa, or the presence of a
definite scar. Biopsies from antrum, corpus and fundus were taken to determine
the presence of Helicobacter pylori as previously described. Eradication was
defined by a negative culture, histology and urease test. The endoscopist,
pathologist and microbiologist involved in the study were blinded to the treatment

the patients had received.
Bacterial strains and determination of antimicrobial susceptibility

Biopsy specimens obtained during endoscopy were immediately transported
in transport medium [brain heart infusion (BHI)-glycerol] to our microbiology
laboratory.  Helicobacter pylori isolates were obtained by inoculating the
specimens into selective (BHI agar, 10% sheep blood, 10 mg/L vancomycin,
20mg/L nalidixic acid, 2mg/L amphoterycin B, 40 mg/L 2,3,5, triphenyl-tetrazolium
chloride — TTC) and non-selective (BHI agar) media and incubated for 3-7 days at
37°C under microaerophilic conditions (8-10% CO;, 5-6% O, 80-85% N, at 98%

humidity). The identity of the colonies was confirmed by Gram staining, oxidase,
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catalase and urease production. The Helicobacter pylori strains were stored at -

80°C in BHI broth containing 30% glycerol.
Determination of antimicrobial susceptibility

Thawed isolates were sub-cultured in 10% sheep blood-BHI agar and
incubated at 37°C under microaerophilic conditions. The isolates were selected
from the best growing strain from each positive patient. They were suspended in
BHI broth (pH 7.2) and adjusted to turbidity equivalent to that of a 0.5 McFarland
standard (approximately 1,5 x 10° cfu/ml). The bacteria were then inoculated on to
the agar plates with a microplate replicator device (Boekel, Pennsylvania, USA)
delivering 1 pl samples for a final inoculum of 10° cfu. The minimum inhibitory
concentration (MIC) for clarithromycin, amoxicillin, tetracycline and furazolidone
was defined as the lowest antimicrobial concentration preventing visible bacterial
growth and determined by agar dilution method with final concentration ranging
from 64 to 0.125 ug/ml. The agar plates were incubated at 37°C under
microaerophilic conditions for 72 h. Primary resistance of Helicobacter pylori
isolates from gastric samples of untreated patients was defined according to the
observed growing curves from strains obtained from all patients. All tests were
performed in duplicate. Secondary resistance was defined when Helicobacter
pylori isolates obtained from unsuccessfully eradicated patients had higher levels

of MIC for each antibiotic than those previously described.
Statistical analysis

Eradication of Helicobacter pylori was the primary measure of efficacy.

Eradication rate was assessed according to intention-to-treat and per protocol
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analysis. The data was analysed using Student's "t" test. A p value of less than

0.05 was taken to indicate statistical significance.
Reagents

2,3,5 triphenyl-tetrazolium chloride, amphoterycin B, vancomycin, nalidixic
acid, amoxicillin, tetracycline, furazolidone, and clarithromycin were purchased
from Sigma (St. Louis, MO, USA). Brain heart infusion — BHI agar was purchased
from DIFCO (Maryland, USA). All other reagents employed in this study were of

analytical grade.
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RESULTS

There were no differences between the groups with respect to age [42 yr
(23-73) in group A vs. 41 yr (20-70) in group B], sex (27 males in group A vs. 35
males in group B) and smoking (17 smokers in group A vs. 18 smokers in group
B). The majority of patients from both groups belong to a low economic stratum.
Compliance assessed by post-therapy interview was considered to be good, as
determined by a positive response by the patients to the use of over 80% of the
medication supplied. Five patients from each study group were lost to follow up.
Side effects were considered to be mild by individuals from both groups, except by
one assigned to Group B that could not complete the treatment. This patient was
also excluded from the per protocol analysis. A positive detection of Helicobacter
pylori was obtained in 82% of antrum biopsies, 92% in antrum plus corpus biopsies
and 100% of antrum plus corpus and fundus biopsies, with 87%, 90% and 94%

sensitivity for rapid urease, histology and culture methods, respectively.

Helicobacter pylori was not eradicated in 30 of the 81 patients included in
the per protocol analysis. In this particular set of patients, a 53%, 86% and 90%
sensitivity for the urease test, histology and culture was determined, respectively.
It is of note that 76.6% of patients were Helicobacter pylori-positive using antral
biopsies only, compared to 100% when antral, corpus plus fundus samples were
analyzed. A 66% (27/41) and 60% (24/40) Helicobacter pylori eradication was
observed in Group A and B patients, respectively (p>0.05, N.S.). Similarly, there
were no differences among the treatment groups when the patients were assessed

on an intention-to-treat basis, with 59% eradication (27/46) in Group A and 52%
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(24/46) in Group B, (p>0.05, N.S.). Healing rates were comparable among groups
A and B by per protocol (90% and 87%) or intention-to-treat analysis (80% and
76%). Ulcer healing was observed in all patients with successful Helicobacter

pylori eradication.

Successful eradication in Group A patients was markedly dependent on
bacterial resistance to antibiotics. Isolates were considered to be resistant when
MIC was >2ug/ml (tetracycline), >16 pg/ml (amoxicillin), >2pg/ml (clarithromycin)
and >2ug/ml (furazolidone, Figure 1). Helicobacter pylori resistant strains to
amoxicillin or clarithromycin were detected in 8 (19.5%) and 12 (29.3%) patients,
with combined resistance to both drugs being detected in 3 patients (7.3%, Tables
1-2). A 79% (19/24) Helicobacter pylori eradication rate could be observed in the
absence of resistance to these antibiotics (Figure 2). However, eradication rate
was reduced by half when resistance to at least one antibiotic was detected (Table

2, Figure 2).

Primary Helicobacter pylori resistance to furazolidone was detected in 3
(7.5%) Group B patients. Resistance to tetracycline was not detected (Tables 1-2).
Despite the low number of patients, eradication was reduced by half when
resistance to furazolidone was found (Table 2, Figure 2). Secondary Helicobacter
pylori resistance to clarithromycin and amoxicillin developed in 3 and 1 subjects in
Group A, respectively. One Group B patient developed secondary resistance to

furazolidone. No secondary resistance to tetracycline was observed (Table 1).
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DISCUSSION

The increasing knowledge on the impact of Helicobacter pylori infection on
human disease resulted in several treatment guidelines. For example,
Helicobacter pylori eradication is strongly recommended for the treatment of peptic
ulcer disease, bleeding peptic ulcer, low-grade gastric lymphoma, severe gastritis
and following resection of early gastric cancer (9). Recently, prescription of
antibiotics to all dyspeptic patients tested positive for Helicobacter pylori in areas
with high incidence of peptic ulcer was considered to be cost-effective compared to
investigating all dyspeptic patients in order to identify those with ulcers (7). The
most critical variables predicting increased prevalence are low socio-economic
strata, substandard sanitary and/or living conditions, consumption of
untreated/contaminated water and presence of children in the family. These
conditions are ordinarily found in developing countries, including Brazil, resulting in

high prevalence of Helicobacter pylori infection (22, 24-34).

The selection of an adequate eradication regimen should consider simplicity,
adverse effects, antimicrobial sensitivity and cost (3,22). Since the ideal treatment
is still lacking, many different therapies have been proposed, and ~90% eradication
effectiveness is desirable. The best suggested therapies currently available
consist of proton pump inhibitor- or bismuth-based regimen associated with two
antibiotics (3,7,36,37). Bismuth-based triple therapy is not expensive and delivers
high cure rates, being used worldwide (7-10). However, the large number of pills
taken daily limits its use, with substantial side effects that may reduce compliance

and tolerability (38). As result, several guidelines recommend proton pump
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inhibitor triple therapy as first line treatment (37,39,40), offering convenience and
tolerability, but at a higher cost and with potentially increasing antibiotic resistance

(11,41,42).

In this study, we found that treatment of patients diagnosed with active
peptic ulcer disease associated with Helicobacter pylori infection with two highly
recommended therapies such as lansoprazole plus amoxicillin and clarithromycin
(LAC), or bismuth subcitrate plus tetracycline and furazolidone (BTF), considered
to be effective in a prior Brazilian study (43), resulted in very low eradication
success (<70%). However, 79% Helicobacter pylori eradication was observed in
the absence of bacterial resistance to either clarithromycin or amoxicillin. More
importantly, our results indicate that bacterial resistance to these antibiotics can
reduce Helicobacter pylori eradication by ~50%. Moreover, primary resistance to
either amoxicillin or clarithromycin was observed in 48.7% of LAC-treated patients,
of whom successfull eradication was obtained in only 40%. A Type Il error
resulting from the analysis of this reduced subset of patients cannot be ruled out,
but one must consider that this data suggests that detection of bacterial resistance

prior to starting therapy could significantly improve eradication rates.

Resistance to amoxicillin was comparable to that reported previously by our
group (29%) in dyspeptic patients (19). On the other hand, clarithromycin
resistance increased dramatically from 7% to 29.3%. Differences among groups
studied (peptic ulcer vs. non-ulcer dyspepsia), high prevalence of Helicobacter
pylori infection among the subjects, and the probable widespread use of antibiotics

could account for this observation. Whether the patients included in this study had
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or not increased prior exposure to antibiotics remains to be an important question,

and difficult to be assessed.

Furazolidone has been used recently as an alternative drug in response to a
high prevalence of metronidazole-resistant Helicobacter pylori strains (34,43-47).
Magalhaes et. al reported an 84% eradication rate using bismuth, tetracycline and
furazolidone (43). Low bacterial resistance to furazolidone was observed in the
present study, as was determined to tetracycline, being similar to that reported
earlier (19). Secondary resistance to the drugs was observed in one patient only.
Despite these findings, this therapeutic schedule failed in our hands. Contrary to
the findings of LAC-treated patients, compliance was likely the major factor
involved, despite the verbal explanation and printed instructions given prior to
treatment, and the over 80% use of the medication supplied reported by the
patients. One could argue that interview assessment for adherence to the therapy
could be inadequate. However, pill counts at the end of treatment can also be a
source of error, and the only truly reliable method would be the administration of
the drug by the study personnell. The development of a single drug for

Helicobacter pylori eradication could possibly resolve this situation.

The lack of comparative data on eradication therapies from developed and
developing regions representative of low and high prevalence of infection may
result in increasing treatment failure. Our results emphasize that caution should be
exercised before suggesting an eradication therapy to be universally employed, or
even a “test and treat” strategy. They also support the view that resistance may

underscore a potentially serious, unrecognised problem in different geographical
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regions. Moreover, detection of bacterial resistance to antibiotics prior to
commencing therapy could improve therapeutic success. The notion of the
development of a “super” Helicobacter pylori, resistant to most antibiotics, should
increase the awareness of physicians and scientists on the need for a rational

approach to this particular infection.
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Figure Legends
Figure 1: Distribution of minimum inhibitory concentration - MIC (ug/ml) to

Fiqure 2:

amoxicillin  (AMO), clarithromycin (CLA), tetracycline (TET) and
furazolidone (FUR) among Helicobacter pylori strains isolated from all

patients included in the study before treatment.

Effect of bacterial resistance to clarithromycin (CLA), amoxicillin
(AMO) and furazolidone (FUR) on Helicobacter pylori eradication rate
in lanzoprazole/CLA/AMO- and bismuth/tetracycline/FUR-treated

patients (Group A and B, respectively).
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Table 1: Primary and secondary H. pylori resistance to antibiotics according to

therapeutic groups

ANTIMICROBIAL AGENTS H. pylori RESISTANCE
(NUMBER OF PATIENTS)

Primary Secondary

Amoxicillin 8 1
Clarithromycin 12 3
Amoxicillin + 3 0

clarithromycin

Tetracycline 0 0

Furazolidone

Tetracycline + 0 0

furazolidone

Table 2: Effect of eradication therapy on according to Helicobacter pylori

resistance pattern in Group A and B.

Group Primary Patients | Eradicated | Not Eradicated p*
Resistance (n) (n) (n)
A None 24 19 5
CLA 12 5 F 0.056
AMO 8 3 5 0.07
CLAand AMO 3 0 3 0.001
CLA or AMO 17 8 9 0.04
B None 37 23 14
FUR 3 1 2 0.5

* comparison vs. no resistance group
CLA (clarithromycin), AMO (amoxicillin), FUR (furazolidone)
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Figure 2 (1)
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AVALIACAO DA RESISTENCIA PRIMARIA E SECUNDARIA A

ANTIMICROBIANOS EM LINHAGENS DE Helicobacter pylori, ISOLADAS DE

PACIENTES DA REGIAO DE BRAGANGCA PAULISTA

Responsavel: Dr. José Pedrazzoli Junior
CPF 059163468-67 RG 7631665
FCM-USF
Av. S. Francisco de Assis 218

O abaixo assinado (nome, idade,RG, endereco e HC) declara que € de livre e espontanea

vontade que esta participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de

responsabilidade do médico José Pedrazzoli Junior do HUSF. O abaixo-assinado esta ciente que:

lii-

Vi-

vii-

viii-

O objetivo da pesquisa é verificar a erradicagéo da bactéria Helicobacter pylori
(bactéria responsavel pelo surgimento de gastrite e ulceras) com os antibidticos
normalmente utilizados na sua erradicagao.

A participag&o neste estudo podera Ihe acarretar beneficio terapéutico.

Devera ser submetido a duas endoscopias, uma antes e outra 60 dias apos o
témino do tratamento. Nas endoascopias recebera medicamentos que tornam o
exame endoscopico menos desconfortavel. E que a administragdo de
emdicamentos pode causar efeitos colaterais imprevisiveis. Durante a realizagao
de endoscopia serao colhidos 7 fragmentos de mucosa gastrica para pesquisa da
bactéria. Que apesar de raras, complicagdes podem ocorrer durante a sua
realizagio (sangramentos ocorrem em cerca de 0,01%).

Devera fazer uso de um dos esquemas terapéuticos propostos para a erradicacao
da bactéria pelo periodo de 7 dias. Estes esquemas utilizam bloqueador de
secregdo de &cido e os antibidticos claritromicina e amoxicilina, ou entdo bismuto,
furazolidona e tetraciclina. A administracdo de quaisquer medicamentos podera
causar efeitros colaterais imprevisiveis.

Toda medicacio sera fornecida gratuitamente.

Obteve todas as informagdes necessarias para poder decidir conscientemente
sobre a participagao no referido ensaio clinico.

Esta livre para n&o participar do estudo.

A nZo participagao ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento
pela equipe do HUSF.

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, € o HUSF nao
identificara o voluntario por ocasodo da exposi¢ao e/ou publicacdo dos mesmos.

132



Anexo 3

X- Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o servigo de Pronto Socorro do
HUSF e solicitar que o mesmo contate o médico responsavel pelo estudo.

Xi- Podera contatar a Secretaria da Comiss3o de Etica para apresentar recursos ou
reclamagdes em relagdo ao estudo.

Braganga Paulista, de de

Nome do Voluntario

Dr. José Pedrazzoli Junior
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