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INTRODUCCION. El propdsito de este estudio fue determinar si
la presencia de anticuerpos frente a las proteinas

de virulencia CagA y VacA de Helicobacter pylori se
asociaba con una mayor sensibilidad a los antibioticos,

y su relevancia clinica en los pacientes con dispepsia.
MEeropos. Se estudiaron 98 pacientes adultos con infeccion
por H. pylori que acudieron a realizarse una endoscopia
gastrica por sus sintomas dispépticos. La determinacion
de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA se realizé mediante
Western-blot (Helicoblot 2.0). Se estudio la concentracion
minima inhibitoria a amoxicilina, metronidazol,
claritromicina y tetraciclina mediante E-test.

ResuLTADOS. Fueron diagnosticados de dispepsia ulcerosa
39 pacientes y 59 de dispepsia no ulcerosa. Presentaron
anticuerpos anti-CagA 63 pacientes y 52 anti-VacA que
en ambos casos se asociaron significativamente con

la presencia de dispepsia ulcerosa (p = 0,034y p = 0,029,
respectivamente). Se detectaron un 38,8% de cepas
resistentes a metronidazol y un 10,3% a claritromicina.
No se observaron resistencias a amoxicilina ni a
tetraciclina. La sensibilidad a claritromicina fue mas
frecuente en pacientes con dispepsia ulcerosa frente

a los sujetos con dispepsia no ulcerosa (p = 0,046).

Los pacientes con anticuerpos anti-CagA presentaron las
cepas mas sensibles a los antibiéticos, siendo para la
claritromicina la diferencia estadisticamente significativa
(p < 0,001).

CoNCLUSION. La deteccidn de anticuerpos anti-CagA

se asocié con una mayor sensibilidad a los antibiéticos
en pacientes con dispepsia ulcerosa y no ulcerosa, por lo
que su deteccién podria ser un marcador de buen
pronostico de éxito terapéutico.
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Association among anti-CagA antibody detection, antibiotic
susceptibility, and peptic ulcer in patients with Helicobacter
pylori infection

INTRODUCTION. The aim of this study was to determine the
relationship among antibodies against virulence factors
(CagA and VacA), clinical status and primary resistance in
dyspeptic patients with Helicobacter pyloriinfection.
MerHops. Ninety-eight adult patients with Helicobacter
pyloriinfection who underwent gastric endoscopy for
dyspepsia were studied. Specific serum IgG antibodies
against CagA and VacA proteins were detected by
Western-blot (Helicoblot 2.0). Minimum inhibitory
concentrations of metronidazole, amoxicillin, tetracycline
and clarithromycin were determined with the E-test.
ResuLTs. Thirty-nine patients presented peptic ulcer
disease and 59 had non-ulcer dyspepsia. CagA protein was
detected in 63 patients, and VacA protein in 52 subjects,
and both were significantly associated with peptic ulcers
(p = 0.034 and p = 0.029, respectively). Susceptibility
results showed 38.8% of strains resistant to metronidazole
and 10.3% resistant to clarithromycin. No resistance to
amoxicillin or tetracycline was found. Susceptibility to
clarithromycin was more frequent in ulcer patients than in
non-ulcer dyspepsia patients (p = 0.046). CagA protein
was more frequent in patients with
clarithromycin-sensitive strains (p < 0.001).

ConcLusioN. Antibodies against CagA protein were
associated with higher antibiotic susceptibility in patients
with ulcers or non-ulcer dyspepsia. Thus, anti-CagA
antibody detection could be a useful marker of favorable
prognosis with antibiotic treatment.

Key words: Helicobacter pylori. Resistance. CagA. VacA.
Clarithromycin.

Introduccion

Helicobacter pylori es quiza la causa mas frecuente de
infeccion cronica. Del 20 al 90% de la poblacion adulta esta
colonizada por la bacterial. Actualmente es considerado
como el principal causante de tlcera péptica y también se
ha asociado al desarrollo de cancer gastrico y linfoma tipo
MALT??%. La infeccién por H. pylori es por lo general
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asintomatica y el desarrollo de enfermedad péptica se ha
asociado a la colonizacién por cepas especialmente
patogénicas. Se han descrito varios genes de virulencia,
siendo las cepas portadoras del gen cagA y las que
presentan el alelo s1 del gen vacA, las descritas como de
mayor poder patégeno®s.

Recientemente se ha asociado la deteccién de estos
factores de patogenicidad con una mayor sensibilidad a los
antibiéticos®!!, y se ha sugerido que el genotipo podria ser
el responsable de la mayor frecuencia de erradicacion
observada entre los pacientes ulcerosos frente a los que
presentan dispepsia no ulcerosa. Asi, hay autores que
consideran que el estudio de estos genes de virulencia
podria ser un marcador prondstico para determinar el
éxito de la terapia erradicadora’®.

Sin embargo, la deteccién de los genes cagA y vacA
requiere el empleo de métodos moleculares, no siempre al
alcance de todos los laboratorios. La utilizacién de técnicas
serolégicas, que detectan anticuerpos especificos frente a
los productos de estos genes, podria ser una alternativa
para su uso sistematico en la practica clinica. No obstante,
aunque las proteinas CagA y VacA son inmunogénicas,
hay autores que han comunicado que pueden existir
discrepancias entre su deteccién y la presencia de sus
respectivos genes'?14,

Hasta ahora no se ha realizado ningin estudio para
conocer si la determinacion de anticuerpos frente a las
proteinas CagA y VacA pudiera ser también un marcador
pronéstico de la sensibilidad antibiética en H. pylori. El
propésito de nuestro estudio fue por lo tanto analizar esta
asociacion entre los pacientes con enfermedad ulcerosa y
dispepsia no ulcerosa.

Métodos

De febrero de 1998 a febrero de 1999 se estudiaron 98 cepas de
H. pylori obtenidas de muestras de biopsia antral pertenecientes a
98 pacientes adultos con sintomas dispépticos (42 mujeres y
56 varones; edad media, 48,4 afios; limites, 21-78 afios), que acudieron
a nuestro hospital para someterse a una endoscopia gastrica. Los
pacientes no habian recibido con anterioridad tratamiento
erradicador ni antibiéticos en los 3 meses previos al estudio.

Atendiendo a los hallazgos endoscépicos la dispepsia de los
pacientes fue clasificada como de origen ulceroso o no ulceroso's.
Dentro de la dispepsia ulcerosa se incluyeron los sujetos con
duodenitis erosiva'®. Todos los pacientes con enfermedades orgénicas
(colelitiasis, pancreatitis, etc.), funcionales o con antecedentes de
consumo de antiinflamatorios no esteroides (AINE) que podian haber
constituido un sesgo para la dispepsia no ulcerosa no fueron incluidos
en el estudio.

Factores de virulencia de Helicobacter pylori

De cada paciente se obtuvieron muestras de suero el dia del
procedimiento endoscépico. El suero fue distribuido en alicuotas que
fueron congeladas a —80 °C hasta su utilizacién. La deteccién e
identificacién de anticuerpos IgG frente a las proteinas CagA y VacA
de H. pylori se realiz6é mediante Western-blot comercial (Helicoblot
2.0, Genelabs Diagnostics, Singapur).

Cultivo

Las biopsias de antro obtenidas se enviaron al laboratorio de
microbiologia en recipientes de pléstico estériles que contenian 2 ml
de solucién salina, y fueron procesadas en un tiempo inferior a 30 min.
El cultivo se realiz6 en dos medios no selectivos (agar Columbia con
un 5% de sangre de cordero, y agar chocolate Polyvitex, bioMérieux,
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Francia), y en un medio selectivo (Pylori Agar, bioMérieux, Francia)
a 35 °C durante 7 dias. Los microorganismos se identificaron segin
la morfologia de la colonia, la tincién de Gram y la produccién de
oxidasa, catalasa y ureasa. Las cepas se conservaron en BHI (brain
heart infusion) con un 15% de glicerina a —80 °C hasta el momento de
su utilizacion.

Determinacion de la actividad ir vitro

La determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) se
llevé a cabo mediante E-test (AB Biodisk, Suiza). De cada cepa
(después de 3 dias de crecimiento en agar Columbia) se realizé una
suspensién bacteriana en 3 ml de agua estéril correspondiente al n?
3 de la escala de McFarland. Tras introducir un escobillén estéril en la
suspension se realizé el inéculo estriando la torunda sobre placas de
agar Columbia suplementado con un 5% de sangre de cordero. Tras
colocar las tiras de E-test se incubaron las placas en una atmésfera
de microaerofilia (GENbox microaer, bioMérieux, Francia) a 35 °C
sin preincubacién anaerébica durante 3 a 5 dias. La lectura se realizé
segun las recomendaciones del fabricante.

Los antibiéticos investigados en las 98 cepas procedentes de los
pacientes fueron metronidazol, amoxicilina, claritromicina y
tetraciclina, salvo en un caso que sélo pudo realizarse la sensibilidad
a metronidazol y amoxicilina. Todos fueron estudiados en un rango de
concentraciones de 0,0016 a 256 mg/1.

Criterios de resistencia y sensibilidad

No hay recomendaciones oficiales respecto a los puntos de corte a
utilizar, salvo para el caso de la claritromicina frente a la cual las cepas
con una CIM = 1 mg/l se consideraron resistentes, CIM = 0,25 mg/1
sensibles, y entre 0,25 y 1 mg/l intermedias'’. Por este motivo, a la
hora de definir los puntos de corte nos hemos basado, para el
metronidazol, en los definidos a partir de los ultimos ensayos
multicéntricos (CIM = 8mg/l sensibles y CIM > 8 mg/l resistentes)'®1,
y en el resto de antibiéticos hemos utilizado las normas del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para otros
microorganismos'’.

Estadistica

A efectos estadisticos las cepas clasificadas como intermedias se
consideraron resistentes. El estudio estadistico se realiz6 mediante el
test de chi cuadrado (x2) y cuando los valores fueron inferiores a 5 se
empleé el test de Fisher de 2 colas. Los céalculos se realizaron
mediante el programa Epi info 6 (CDC, Atlanta, EE.UU.). Las
diferencias se consideraron significativas cuando se obtuvo un valor
de p < 0,05.

Resultados

De los 98 pacientes estudiados, 39 fueron diagnosticados
de dispepsia ulcerosa (dlcera gastrica, 6; ulcera duodenal,
20; dlcera gastrica y duodenal, 2; duodenitis erosiva, 11).
Los 59 pacientes restantes se diagnosticaron de dispepsia
no ulcerosa.

En 63 pacientes se detectaron anticuerpos anti-CagA,
que fueron mas frecuentes en los sujetos con dispepsia
ulcerosa (76,9%), que en los diagnosticados de dispepsia no
ulcerosa (55,9%), siendo la diferencia significativa
(p = 0,034). Presentaron anticuerpos frente a la proteina
VacA 52 pacientes, que como en el caso de la proteina
CagA, fue significativamente mas frecuente en sujetos con
dispepsia ulcerosa frente a la no ulcerosa (66,7% frente a
44.1%; p=0,029) (tabla 1). En los pacientes con
anticuerpos anti-VacA se encontré significativamente
mayor frecuencia de anticuerpos frente a la proteina CagA
(40/52; p = 0,006).
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TABLA 1. Relacion entre la deteccion de anticuerpos especificos anti-Helicobacter pylori y 1a sensibilidad a metronidazol
y claritromicina entre los pacientes con dispepsia ulcerosa y no ulcerosa

| Numero con dispepsia ulcerosa (%) | Numero con dispepsia no ulcerosa (%) Total (%)
Anticuerpos especificos
Anti-CagA positivos 30 (76,9)* 33 (55,9) 63 (64,2)
Anti-VacA positivos 26 (66,7)** 26 (44,1) 52 (53,1)
Sensibilidad a metronidazol
Sensible 27 (69,2) 33 (55,9) 60 (61,2)
Resistente 12 (30,8) 26 (44,1) 38(38,8)
Sensibilidad a claritromicina
Sensible 38 (97,4)*** 49 (84,5) 87 (89,7)
Resistente 1(2,6) 9 (15,5) 10 (10,3)
*p = 0,034; *¥p = 0,029; ***p = 0,046.
TABLA 2. Relacion entre la presencia de anticuerpos especificos anti-Helicobacter pylori y 1a sensibilidad a metronidazol
y claritromicina
Numero de anticuerpos frente a H. pylori (%)
Antibiéticos
Anti-CagA positivos Anti-CagA negativos Anti-VacA positivos Anti-VacA negativos
Metronidazol
Sensible 41 (65,1) 19 (54,3) 34 (65,4) 26 (56,5)
Resistente 22 (34,9) 16 (45,7) 18 (34,6) 20 (43,5)
Claritromicina
Sensible 62 (98,4)* 25 (73,5) 48 (92,3) 39 (86,7)
Resistente 1(1,6) 9 (26,5) 4(7,7) 6(13,3)
#p = 0,0002.

La prevalencia de resistencia primaria de metronidazol
fue del 38,8% (38/98) y para la claritromicina del 10,3%
(10/97) (tabla 1). No se encontraron cepas resistentes ni a
amoxicilina ni a tetraciclina.

Los pacientes con dispepsia ulcerosa presentaron con
mas frecuencia cepas sensibles a los antibiéticos que los
sujetos con dispepsia no ulcerosa, llegando la diferencia a
ser significativa en el caso de la claritromicina (97,4%
frente a 84,5%; p = 0,046) (tabla 1).

Al estudiar la relacién entre la deteccién de anticuerpos
y la sensibilidad antibiética, encontramos que los
pacientes con anticuerpos anti-CagA mostraron
porcentajes mas altos de cepas sensibles tanto a
metronidazol (65,1% frente a 54,3%) como a claritromicina
(98,4% frente a 73,5%), llegando a ser para este dltimo la
diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0002)
(tabla 2). Esto es l6gico dada la asociacién observada entre
la dispepsia ulcerosa y la deteccién de anticuerpos
anti-CagA®. Sin embargo, esta asociacién también se
mantuvo entre los pacientes con dispepsia no ulcerosa al
estratificar segin la presencia de anticuerpos anti-CagA
con respecto a la claritromicina (p = 0,003) (tabla 3).

En cuanto a la determinacién de anticuerpos anti-VacA,
también se observé que los pacientes que presentaban
estos anticuerpos tenian mayor porcentaje de cepas
sensibles a metronidazol (65,4% frente a 56,5%) y
claritromicina (92,3% frente a 86,7%), pero en ninguno de
los casos la diferencia fue significativa (tabla 2).

Discusion
Recientemente se ha descrito la asociacién entre la
deteccion de los genes de virulencia cagA y vacA slyla

TABLA 3. Relacion entre el status clinico, los anticuerpos
anti-CagA y la sensibilidad a claritromicina (n = 97)

Claritromicina

Estatus clinico Numero | Anticuerpos

anti-CagA Sensible | Resistente
Dispepsia ulcerosa 39 Positivo: 30 30 0
Negativo: 9 8 1
Dispesia no ulcerosa 58 Positivo: 33 32% 1
Negativo: 25 17 8
*p =0,003.

sensibilidad antibiética a H. pylori®. En este trabajo, la
determinacién de la sensibilidad antibiética se realiz6
mediante el E-test. Aunque el NCCLS recomienda para la
practica del antibiograma de H. pylori la dilucién en agar,
el E-test presenta una excelente correlacién con los
resultados obtenidos mediante aquella técnica?’, salvo
para el caso del metronidazol donde pueden existir
discrepancias?!, y es més f4cil de implementar en la rutina
de los laboratorios de microbiologia. Sin embargo, tiene el
inconveniente de que los ensayos de difusién para
H. pylori todavia no estan estandarizados y no existe
unanimidad en cuanto al medio de cultivo o el inéculo a
emplear. En nuestro estudio, el E-test se realizé sobre
placas de agar Columbia, medio ampliamente utilizado
por otros autores?*?!, y a partir de un inéculo equivalente
al n? 3 de la escala de McFarland que recientemente se
ha descrito como el mas idéneo?2.

La determinacion de los factores de patogenicidad se
realizé mediante serologia y no por técnicas de diagnéstico
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genético. Aunque las proteinas CagA y VacA son
inmunogénicas y, por tanto, su deteccién se asociaria a la
expresiéon de estos genes, se ha comunicado que la
presencia de estos anticuerpos no siempre se relaciona con
el estatus genético y puede carecer de relevancia
clinica'®?. Asi, con respecto a la deteccion de anticuerpos
anti-CagA el principal inconveniente descrito ha sido la
comunicacion de falsos positivos, en particular, en sujetos
sin infeccién por H. pylorit®?. Nuestro estudio fue llevado
a cabo sobre pacientes infectados por H. pylori, por lo que
dicho factor fue irrelevante. También se ha comunicado
la existencia de falsos positivos anti-CagA en pacientes
infectados por H. pylori con cepas no portadoras del gen
cagA. Sin embargo, la mayoria de las cepas cagA
positivas producen la proteina CagA?’, por lo que
probablemente estén presentes y no sean detectadas. Esto
puede ser debido a problemas metodolégicos, como la
utilizaciéon de cebadores que no detectan todas las
variantes del gen?, y sobre todo a errores en el muestreo,
ya que las biopsias analizadas sélo representan una
minima porcién de toda la mucosa gastrica. De hecho,
diversos estudios han demostrado que hasta las dos
terceras partes de los pacientes portan en su estomago a
la vez cepas cagA positivas y cagA negativas?%,

Otro factor que se debe considerar es la utilizacion de
técnicas serolégicas para detectar anticuerpos especificos
frente a H. pylori que se correlacionen con el estatus
genético?>. En este trabajo hemos empleado un
Western-blot comercial (Helicoblot 2.0) que recientemente
ha demostrado tener una excelente correlacion entre la
deteccién de anticuerpos anti-CagA y la presencia del gen
cagA'. Por todo lo anteriormente comentado, creemos que
en nuestro estudio la determinaciéon de anticuerpos
anti-CagA reflej6 la expresién de este gen. Es mais, la
deteccion de dicha proteina fue un marcador predictivo de
la presencia de tlcera y por lo tanto del estatus clinico de
los pacientes (p = 0,034).

Con respecto al gen vacA, se han caracterizado cuatro
familias de alelos de la secuencia sefial (sla, s1b, slcy s2)
y dos familias de alelos en la regiéon media (m1, m2) que
producen distintas isoformas de la proteina VacA. Las
cepas que contienen el alelo sI son las que presentan
mayor poder patégeno y las que producen citotoxicidad en
los cultivos celulares. Se ha sugerido que las distintas
isoformas de VacA tienen diferentes propiedades
antigénicas, siendo las procedentes de las cepas vacA
s1 las que producirian una isoproteina VacA que seria la
principal responsable de la generacién de anticuerpos®®.
De hecho, aunque el gen vacA se encuentra en todas las
cepas, la deteccién de anticuerpos anti-VacA mediante
Western-blot s6lo se observa en algunos pacientes,
existiendo una buena correlaciéon entre el hallazgo de
anti-VacA y el ser portador de cepas vacA sl relacionadas
con el hallazgo de enfermedad ulcerosa®!4. Asi, en este
trabajo observamos que la proteina VacA se asocié
significativamente con la presencia de ilcera (p = 0,029).
Ademas, como es conocido, la mayoria de las cepas vacA
s1 son también cagA positivas®, y en nuestro estudio
observamos que la deteccién de anticuerpos anti-VacA y
anti-CagA estaba significativamente relacionada
(p =0,006). Esto por tanto, también apoya que el hallazgo
de anticuerpos anti-VacA y Anti-CagA probablemente
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refleje el estado de portador de cepas vacA sl y cagA,
respectivamente.

En nuestro estudio se hallé asociacién entre la presencia
de factores de patogenicidad y la sensibilidad antibiética.
Asi las cepas mas virulentas (CagA positivas) eran las mas
sensibles a los antibidticos, alcanzando para la
claritromicina significacién estadistica (p < 0,001). La
deteccion de anticuerpos anti-CagA fue mas frecuente en
pacientes con dispepsia ulcerosa, por lo que estos sujetos
tendrian una mayor posibilidad de éxito terapéutico frente
a los sujetos con dispepsia no ulcerosa. Esta idea ya habia
sido sugerida por alguin autor® y recientemente Van Doorn
et al'® han descrito que los pacientes con lcera asociada a
cepas cagA positivas y vacA sl positivas mostraban una
mayor proporcion de erradicacion que aquellos que sufrian
dispepsia no ulcerosa. Es més, en nuestro estudio incluso
los pacientes con dispepsia no ulcerosa que poseian
anticuerpos anti-CagA seguian presentando cepas mas
sensibles y, por lo tanto, tendrian una mayor frecuencia de
erradicacion tras el tratamiento, como ultimamente se ha
comunicado!l.

Esta mayor resistencia antibiética de las cepas menos
patogénicas podria deberse a que la colonizacién por estas
bacterias se acompanan de una menor inflamacién y el
antibiético llegaria a concentraciones mas reducidas,
permitiendo de ese modo la posible seleccién de cepas
resistentes. Ademas, las cepas cagA positivas presentan
una mayor indice de divisién celular?!. Dado que los
antibidticos suelen ser més activos cuando la bacteria esta
en fase de crecimiento que cuando estd en la fase
estacionaria, las cepas cagA positivas serian més sensibles
a los antibiéticos. Hay que destacar que en este estudio los
pacientes incluidos no habian recibido con anterioridad
tratamiento erradicador, por lo que la resistencia
detectada no obedeceria a fracasos previos en la terapia
frente a H. pylori.

En conclusion, la deteccién de anticuerpos anti-CagA en
pacientes con infeccién por H. pylori ademas de ser un
factor predictivo de la presencia de ulcera péptica® seria un
posible marcador de buen pronéstico de éxito terapéutico,
tanto en pacientes con dispepsia ulcerosa como no ulcerosa.
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