ORIGINALES

Factores microbioldgicos que afectan a la erradicacion
de Helicobacter pylori en poblacién adulta y pedidtrica

Diego Domingo?, Teresa Alarcén?, Alba Edith Vega®, José Angel Garcia®, Maria Josefa Martinez¢ y Manuel Lopez-Brea®

*Servicio de Microbiologta. Hospital Universitario de La Princesa. Madrid. Area de Microbiologia. Universidad Nacional de San Luis,
Chacabuco y Pedernera. San Luis. Argentina. ‘Servicio de Gastroenterologia. Hospital del Nifio Jesds. Madrid. Espaia.

OBJETIVOS. Estudiar factores microbioldgicos como la
sensibilidad a antimicrobianos y factores de virulencia de
Helicobacter pylorirelacionados con la erradicacion del
microorganismo de la mucosa gastrica, tanto en poblacion
pediatrica como adulta.

METopos. Se obtuvieron 55 cepas aisladas a partir del
cultivo de biopsias de 16 pacientes pediatricos y de

39 adultos. La sensibilidad antibiotica se realizé6 mediante
el método de dilucion en agar y el estudio de los factores
de virulencia, gen cagAy los alelos s7y s2 del gen vacA
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El
seguimiento tras el tratamiento que se instauré con
amoxicilina, claritromicina y omeprazol se realizo
mediante la prueba del aliento con urea marcada. Se
estudio la relacion entre la concentracion inhibitoria
minima (CIM) a amoxicilina y claritromicina y la presencia
de estos factores de virulencia con la erradicacion del
microorganismo.

REsuLTADOS. La erradicacion fue del 69% (38/55), 71,7%
en adultos y 62,5% en nifnos. La resistencia a
claritromicina y amoxicilina fue 14,5 y 0%,
respectivamente. Las tasas de erradicacion globales en
relacion con las variables estudiadas fueron del 75 y 53%
en cepas con CIM de amoxicilina = 0,016 mg/l y CIM de
amoxicilina = 0,032 mg/I (intervalo = 0,008-0,5) (p > 0,05),
79 y 12% en cepas con CIM de claritromicina < 1 mg/ly
CIM de claritromicina = 1 mg/I (intervalo = 0,008-64)

(p < 0,05), 79 y 54% en cepas cagA+ y cagA- (p > 0,05) y
82y 62% en cepas sy s2 (p > 0,05), respectivamente.
ConcLusIONES. La infeccion por cepas con CIVM mas altas a
amoxicilina y claritromicina y por aislamientos cagA-y
vacA s2 se relacionaron con tasas mas bajas de
erradicacion de H. pylori, tanto en poblaciéon adulta como
infantil en la terapia con amoxicilina, claritromicina y
omeprazol.
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Microbiological factors that influence the eradication of
Helicobacter pylori in adults and children

Aim. To study microbiological factors of Helicobacter
pylori, such as antimicrobial susceptibility and virulence,
which affect the eradication of the microorganism in
gastric mucosa of adult and pediatric patients.

MeTHobps. Fifty-five H. Pylori strains were isolated from
culture of biopsy specimens from 39 adult and 16 pediatric
patients. Antibiotic susceptibility was determined by agar
dilution and study of virulence factors (cagA gene and
alleles s7 and s2 of the vacA gene) by PCR. Outcome of
treatment with amoxicillin (AMX), clarithromycin (CLR)
and omeprazole was assessed by the urea breath test. We
studied the relation of minimum inhibitory concentration
(MIC) of AMX and CLR and presence of virulence factors
with eradication of the microorganism.

ResuLts. The eradication rate was 69% (38/55), 71.7% in
adults and 62.5% in children. Resistance to CLR and AMX
was 14.5% and 0%, respectively. Overall eradication rates
with respect to the variables studied were: 75% and 53% in
strains with AMX MICs of = 0.01 6mg/L and = 0.032 mg/L
(range = 0.008-0.5) (p > 0.05), 79% and 12% in strains with
claritromicina MICs of < 1 mg/L and = 1mg/L

(range = 0.008-64) (p < 0.05), 79% and 54% in cagA+ and
cagA- strains (p > 0.05) and 82% and 62% in s7 and s2
strains (p > 0.05), respectively.

ConcLusions. H. pylori strains with higher amoxicillin and
clarithromycin MICs, and cagA- and vacA s2 strains were
related with lower rates of eradication in both adult and
pediatric populations treated with amoxicillin,
clarythromycin and omeprazole.

Key words: Helicobacter pylori. Eradication. Resistance.
Virulence factors.

Introduccion

La erradicacion de Helicobacter pylori de la cavidad
gastrica humana plantea atn en la actualidad diferentes
controversias. Por un lado, el papel patégeno del
microorganismo no estd establecido de una forma
manifiesta en todas las situaciones, y se ha considerado
la existencia de cepas con diferente grado de virulencial,
de esta manera, los distintos protocolos de consenso
publicados aconsejan, con diferentes grados de evidencia,
el tratamiento de la infeccion, en relacién con el cuadro
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patolégico al que esté asociado?. En segundo lugar, las
pautas de tratamiento propuestas difieren en los farmacos
utilizados, la combinacién de los mismos, la dosis y la
duracion®.

Por dltimo, un aspecto importante que se debe tratar son
los diferentes factores relacionados con el microorganismo
que pueden afectar a su erradicacién, tanto en los adultos
como en poblacién pediatrica. Estos factores pueden
englobarse en la sensibilidad antimicrobiana y los
diferentes marcadores de virulencia de la bacteria. Dentro
de las pautas empleadas en el tratamiento de H. pylori,
metronidazol, claritromicina, amoxicilina y tetraciclina
son los agentes mas comunmente utilizados. La
resistencia ha sido estudiada ampliamente tanto en
adultos como en nifios, y se han encontrado variaciones
en los indices de resistencia a claritromicina y
metronidazol, segin los trabajos y en menor medida en
amoxicilina y tetraciclina*®, no obstante el conocimiento
de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de estos
ultimos, puede explicar el éxito o el fracaso en la
erradicacion del microorganismo. H. pylori posee diversos
factores de virulencia como el gen asociado a citotoxicidad
(cagA)® y el gen relacionado con la produccién de toxina
vacuolizante (vacA)”. Algunos trabajos han demostrado
que la presencia del gen cagA y del alelo s1 del gen vacA
estdn relacionados con la produccién de procesos
patolégicos més graves como la tlcera péptica y el cancer
géstrico®; sin embargo, otros no encuentran esta relacién®.
En nuestra experiencia, ademés estas cepas cagA
positivas, portadoras del alelo sI en el gen vacA, muestran
una mayor sensibilidad antibiética en los estudios
realizados in vitro'°.

El objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de
factores microbiolégicos como la sensibilidad a
antimicrobianos y diferentes factores de virulencia como
la presencia del gen cagA y de los alelos s y s2 del gen
vacA de H. pylori en la erradicacién del microorganismo
en la triple pauta con amoxicilina, claritromicina y
omeprazol, tanto en poblacién pedidtrica como en la
adulta.

Material y métodos

Pacientes

Se estudiaron un total de 55 pacientes, 16 nifios (5 mujeres y
11 varones de 4 a 17 afos; media de edad, 10,8 anos) y 39 adultos
(15 mujeres y 24 varones de 18 a 77 afios; edad media, 49,1 afios) que
acudieron al servicio de gastroenterologia por padecer sintomatologia
géstrica (31 tdlcera péptica, 16 gastritis y en 8 la patologia era
desconocida). El diagnéstico de la infeccion por H. pylori se realizé
mediante la prueba del aliento con urea marcada y mediante
endoscopia digestiva. Se instauré triple terapia con amoxicilina,
claritromicina y omeprazol para la erradicacién del microorganismo.
La pauta en adultos fue amoxicilina 1 g/12 h, claritromicina
500 mg/8 h y omeprazol 20 mg/12 h y en nifios amoxicilina
50 mg/kg/dia en 3 dosis, claritromicina 20 mg/kg/dia en 3 dosis y
omeprazol 20 mg/dia en una dosis, ambas durante 14 dias. El estudio
de la respuesta al tratamiento se realizé mediante la prueba del
aliento con urea marcada, un mes después de la finalizacién del
mismo.
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Aislamiento de los microorganismos

Se aislaron un total de 55 cepas obtenidas a partir del cultivo de
biopsias gastricas.

Las muestras se sembraron en dos placas de agar sangre y una de
agar selectivo Pylori (BioMerieux, Lyon, Francia). Las biopsias se
rodaron por toda la superficie de la placa y las mismas se incubaron
en atmésfera enriquecida en CO,: una placa de agar sangre y la placa
selectiva en incubador de CO, al 10% y la otra placa de agar sangre en
campana con sobre de microaerofilia, todas a 37 °C. Las placas se
reincubaron hasta un méximo de 10 dias y se observaban cada 3 dias.

Los microorganismos se identificaron mediante la morfologia de la
colonia, la tincion de Gram y las pruebas positivas de ureasa, catalasa
y oxidasa. Se realizaron subcultivos y se llevé a cabo la congelacién
de los microorganismos a —70 °C para estudios posteriores.

Pruebas de sensibilidad in vitro

Se determiné la CIM a amoxicilina y claritromicina mediante el
método de dilucion en agar utilizando una variacién del recomendado
por el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Para ello, las cepas previamente descongeladas fueron
inoculadas en caldo de Brucella con 10% de suero bovino fetal e
incubadas durante 48 h en ambiente microaerofilico a 37 °C.
Utilizando un replicador de Steer, se deposité un inéculo de 10°
unidades formadoras de colonias (UFC)/gota sobre las placas de agar
Muller-Hinton con 7% de sangre de caballo, que contenian diluciones
dobles, seriadas desde 0,008 hasta 128 mg/l de los antibiéticos
estudiados. Las placas se incubaron en estufa de CO,al 10% a 37 °C e
interpretadas a los 3 y 5 dias de la inoculaciéon. La CIM se definié6
como la concentracion mas baja de antibiético que inhibia el
crecimiento visible del microorganismo. Como control se utiliz6 la
cepa H. pylori NCTC 11637.

Deteccion de factores de virulencia

En 47 aislamientos se realizé el estudio de los factores de
virulencia. E1 ADN se extrajo mediante un método previamente
establecido!'.

Se estudi6 la presencia del gen cagA mediante la deteccién de un
producto amplificado de 297 pares de bases (pb) situado entre las
posiciones 1751-2048 de la secuencia previamente publicada®. Se
siguié el protocolo descrito por Covacci y Rappuoli'?, realizandose la
amplificacién en un termociclador Perkin Elmer 2400 (Perkin Elmer,
EE.UU.).

De igual forma, los alelos s1 y s2 del gen vacA se estudiaron
mediante PCR siguiendo un protocolo descrito anteriormente,
obteniéndose fragmentos de 259 y 286 pb, respectivamente’.

La deteccion de los resultados se realizé mediante electroforesis en
gel de agarosa, tenidos con bromuro de etidio al 2%. Se utilizé como
marcador de peso molecular fragmentos del fago ®x-174, previamente
digerido con Haelll. Posteriormente los resultados fueron
interpretados mediante un transiluminador de luz ultravioleta.

Estudio estadistico
Se aplicé la técnica de la chi cuadrado (x?) para la realizacion del
estudio estadistico de los datos.

Resultados

La erradicacion de H. pylori se obtuvo en el 69% de los
casos (38/55: intervalo de confianza [IC] al 95% 55,2-80,8).
Al estudiarlo por poblaciones los indices fueron del 71,7%
en los adultos y 62,5% en los nifios.

El punto de corte para claritromicina fue 1 mg/l,
siguiendo las recomendaciones de las NCCLS!® y 1 mg/1
para amoxicilina como aconsejan los ultimos trabajos
publicados™. La tasa de resistencia a la claritromicina fue
14,5% (I1C 95%, 6,49-26,6) con un intervalo de CIM de
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= 0,008-64 mg/l y fue mas alta en la poblacion pedidtrica
(25% frente a 10%) (p > 0,05).

Se detectaron 15 cepas con CIM = 0,032 mg/l a
amoxicilina (27,27%; IC 95%, 16,13-40,96) obteniéndose
un intervalo de CIM de = 0,008-0,5 mg/l. No se encontré
ninguna cepa resistente a este antibiético.

En el estudio de los genes de virulencia se detectaron
34/55 cepas cagA+ (72,3%; 1C 95%, 47,72-74,59) y 23/55
(41,8%; 1C 95%, 28,65-55,89) que poseian el alelo s1 del
gen vacA.

La relacién entre la erradicaciéon del microorganismo y
las CIM a amoxicilina y a claritromicina y los factores de
virulencia se reflejan en la tabla 1.

Se observaron tasas més bajas de erradicacién cuando
la CIM de amoxicilina era mayor de 0,016 mg/1 (p > 0,05) y
cuando CIM de claritromicina era > 1 mg/l (p < 0,05). De
igual forma se detectaron tasas mas bajas de erradicacién
en cepas que no poseian el gen cagA y que mostraban el
alelo s2 del gen vacA (p > 0,05).

Discusion

En este trabajo estudiamos diferentes aspectos
relacionados con H. pylori que pueden influir en la
erradicacion del mismo de la cavidad gastrica humana en
dos grupos de poblacién (adulta y pedidtrica) utilizando la
pauta claritromicina, amoxicilina y omeprazol.

Se obtuvo una tasa global de erradicaciéon del 69%, mas
alta en adultos (71%) que en nifios (62%) (p > 0,05). Esta
cifra esta en concordancia con otros trabajos publicados
por diferentes autores que utilizan esta misma pauta!®6,
pero es notablemente inferior a los datos publicados por
otros autores, entre ellos Wong et al'” y Neville et al'®, los
cuales encuentran indices de erradicacién superiores.

En el andlisis de la resistencia a claritromicina y
amoxicilina se observé una tasa global de resistencia a la
primera del 14,5%, similar a otras publicadas
recientemente'*. En nuestra experiencia la resistencia a
este antimicrobiano se ha visto incrementada a lo largo
de los afos y no se han encontrado cepas resistentes hasta
1993, ano en que se obtuvo el 3%'°. Es importante
subrayar que se encontraron diferencias no
estadisticamente significativas en la resistencia a
claritromicina entre las cepas aisladas de adultos y de
nifos, siendo mds alta en estos tltimos y alcanzé el 25%.
Una explicacion légica a esta diferencia entre los indices
de resistencia a la claritromicina en aislamientos de
adultos respecto a los de nifios podria ser el mayor
consumo del antimicrobiano por la poblacién pediatrica
para el tratamiento de infecciones asociadas al tracto
respiratorio. En nuestro trabajo no se detectaron
aislamientos resistentes a amoxicilina.

Otro aspecto de nuestro trabajo fue el estudio de la
presencia de factores de virulencia como el gen cagA y los
alelos s1 y s2 del gen vacA. Se obtuvo el 73% de cepas
cagA+y el 49% de cepas con el alelo sI, cepas
supuestamente mas virulentas. En nuestra experiencia
encontramos un porcentaje mas alto de estas cepas en la
poblacién adulta, y hemos llegado a encontrar cifras del
89% de cepas cagA+, sin hallar diferencias entre
aislamientos obtenidos a partir de dlceras o gastritis
(p > 0,05).

TABLA 1. Tasas de erradicacion global en relacion con las CIM
ala amoxicilina y a la claritromicina y los factores de virulencia
en las dos poblaciones estudiadas

Erradicacion|Erradicacién|Erradicacion

Factor adultos (%) | nifios (%) | global (%)
CIM amoxicilina = 0,016 25/34 (73)* 5/6 (83)* 30/40 (75)*
CIM amoxicilina = 0,032  3/5 (60) 5/10 (50) 8/15 (53)
CIM claritromicina <1  27/35 (77)** 10/12 (83)** 37/47 (78)**
CIM claritromicina = 1 1/4 (25) 0/4 (0) 1/8 (12)
cagA+ 24/31 (77)* 3/3 (100)* 27/34 (79)*
cagA— 2/3 (66) 5/10 (50) 7/13 (54)
vacA sl 17/21 (81)* 2/2 (100)* 19/23 (82)*
vacA s2 9/13 (69) 6/11 (54) 15/24 (62)

*p > 0,05; **p < 0,05; CIM: concentracién inhibitoria minima.

El objetivo global de nuestro trabajo era estudiar la
repercusion de los diferentes factores discutidos
anteriormente sobre la erradicacion de H. pylori. Es obvio
sefialar que en una enfermedad infecciosa uno de los
puntos clave para determinar la buena resolucién de la
misma es la sensibilidad o resistencia del microorganismo
a los agentes antimicrobianos utilizados, amén de otros
caracteres de la propia bacteria (tropismo, factores de
colonizacién y virulencia, etc.), pero no seria correcto
desdenar (y asi han hecho varios autores) otros factores
ajenos al microorganismo y mads relacionados con el
huésped como el sexo, la edad, el consumo de alcohol y
tabaco, la utilizacién de otros farmacos como los
antiinflamatorios no esteroideos o incluso la actividad
enzimatica sobre los medicamentos que forman las
diferentes pautas, variables que sin duda han mostrado
tener cierta importancia en la respuesta al tratamiento
de procesos patoldgicos no infecciosos?!.

Centrados en nuestros datos se observa que la
erradicacién de H. pylori se ve afectada de manera
considerable por la CIM a los antibi6ticos (amoxicilina y
claritromicina). Este hecho es méas evidente en el caso de
claritromicina: si se estudian las tasas de erradicacién en
cepas con CIM > 1 mg/l (resistentes) se observa que son
del 25% en los adultos y del 0% en los nifnos, en
comparacion con el 77 y 100% en individuos con cepas
sensibles en ambas poblaciones, obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas. Estos datos corroboran los
resultados obtenidos por otros autores que han estudiado
el impacto de la resistencia a claritromicina en esta triple
pauta, llegando incluso a cifras de erradicacion del 79% en
cepas sensibles frente al 12% en cepas resistentes?. En el
estudio de la erradicaciéon del microorganismo en
dependencia con la CIM a amoxicilina (no encontramos
cepas resistentes) se observa que ocurre algo semejante, si
bien es cierto que la diferencia parece menos marcada que
en el caso de claritromicina. También se ha descrito,
aunque no era el objetivo de este trabajo, la repercusion de
la resistencia a metronidazol en las pautas donde se
utiliza este antimicrobiano. Los resultados apuntan a un
descenso en las tasas de erradicacién en cepas resistentes;
no obstante, la repercusion es menor que en el caso de las
cepas resistentes a claritromicina cuando se utiliza
terapia que incluye a este antibiético®.

Una conclusién colateral a estos resultados es la
trascendencia de la realizacion de estudios de sensibilidad
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in vitro a las cepas de H. pylori. Aunque puesta en duda en
determinadas ocasiones argumentando que el tratamiento
esta definido claramente y objetando que estas pruebas
sélo deberian realizarse en caso de fracaso terapéutico, es
util no sélo para el conocimiento de la epidemiologia de la
resistencia a los diferentes agentes antimicrobianos, sino
también para la instauracién del tratamiento adecuado y
el control del desarrollo de futuras resistencias?.

Por ultimo, se estudié la relacién entre dos factores de
virulencia y la erradicacién del microorganismo. Se
observé que las tasas de erradicacién eran mas altas en
las cepas consideradas mads virulentas. Esto ha sido
estudiado mas ampliamente en el caso del gen cagA. La
relacion entre la erradicacién y la presencia del gen cagA
se puede explicar desde distintos puntos de vista. En
primer lugar las cepas cagA+ (en general las cepas que
poseen la isla de patogenicidad cag) inducen la secrecién
de interleucina 8, una citocina proinflamatoria, lo que se
traduce en un aumento del flujo sanguineo y una mejor
difusion de los antibiéticos a esa zona. En segundo lugar
se puede explicar debido a que se ha apuntado que las
cepas cagA+ crecen més rapidas que las cagA—?> y como los
antibiéticos son activos durante la divisién celular, seran
mas activos en las bacterias en fase de crecimiento rapido
que en aquellas que estan en fase estacionaria. Otra
posible hipétesis seria el hecho de que las cepas cagA+ se
sitdan en zonas mas cercanas a la mucosa gastrica donde
la llegada del antibiético es mas facil que en las cagA—,
situadas més superficialmente?®. En cualquier caso, la
trascendencia del gen cagA en la erradicacién puede
explicarse por el efecto del mismo sobre la mucosa
géastrica; en efecto Broutet et al?” observan tasas mas bajas
de erradicacién con la triple terapia de amoxicilina,
claritromicina y pantoprazol en individuos portadores de
una cepa cagA— en comparacion con aquellos infectados
con aislamientos cagA+, lo cual estd en concordancia con
los resultados obtenidos en nuestro trabajo. Estos autores
admiten la posibilidad de utilizar este parametro como un
factor predictivo de éxito en la erradicacién de H. pylori,
e, incluso, apuntan la necesidad de tratamientos maés
duraderos en pacientes infectados con cepas cagA—.

En conclusioén, existen diferentes factores relacionados
con H. pylori como la sensibilidad a los antimicrobianos y
diferentes factores de virulencia como el gen cagA,
marcador de la isla de patogenicidad, que estan
relacionados con la erradicacién del microorganismo de la
cavidad gastrica humana.
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