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Sensibilidad de 36 aislamientos
de Helicobacter pylori a cuatro antibioticos
de primera linea y caracteristicas de virulencia

J. Diaz-Regafnén, T. Alarcon, D. Domingo y M. Lépez-Brea

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario de la Princesa, Madrid

RESUMEN

Helicobacter pylori posee diversos factores de patogenicidad, entre los que se encuentran los genes vacA y cagA, que se han asociado a sin-
tomas mas graves. Las diferentes pautas de tratamiento tienen fallos de erradicacion de hasta el 20% debido, entre otras causas, al desarro-
llo de resistencia a los antibidticos. En nuestro medio esta aumentando la resistencia de H. pylori al metronidazol y la claritromicina, especial-
mente en los nifios, aunque mantiene su sensibilidad a la amoxicilina y la tetraciclina. Para conocer el patrén de sensibilidad a estos antibio-
ticos se estudiaron 36 aislamientos clinicos de H. pylori. Se determiné la CMI por difusién y dilucién en agar, y la deteccion de los genes vacA
y cagA se realizé por PCR convencional. Todas las cepas fueron sensibles a la amoxicilina y la tetraciclina. La resistencia al metronidazol por dli-
fusion y por dilucion fue del 35,7% y el 36,1%, y a la claritromicina del 21,4% y el 22,3%, respectivamente. Hubo una cepa con resistencia
intermedia a la claritromicina (CMI de 0,38 mg/l) por el método de difusién en agar, que se incluyd entre las cepas resistentes. Se observa-
ron tres discrepancias entre los dos métodos de sensibilidad. El alelo s1 del gen vacA se detecté en el 17,2% de las cepas y el alelo s2 en el
82,8%. El 51,7% de ellas presentaban el gen cagA. Por lo tanto, todas las cepas probadas fueron sensibles a la amoxicilina y la tetraciclina,
pudiendo considerar a estos antibidticos como de primera linea, mientras se mantiene un ligero aumento en los valores de resistencia a cla-
ritromicina y metronidazol. El gen cagA se presentd en los porcentajes esperados, mientras que el alelo s1 del gen vacA fue detectado en una
proporciéon menor.
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Susceptibility of 36 Helicobacter pylori clinical isolates
to four first-line antibiotics and virulence factors

SUMMARY

Helicobacter pylori possess various virulence factors, including cagA and vacA genes, that are associated with more aggressive symptoms such
as bleeding ulcer and gastric cancer. Although there are different treatment regimens, there is still a failure rate of up to 20% due to antibiotic
resistance, among other causes. In our country resistance to metronidazole and clarithromycin is increasing, especially in children, although
they are still susceptible to amoxicillin and tetracycline. In order to determine the susceptibility pattern to these antibiotics 36 H. pylori clinical
isolates were studied. MIC was determined by agar diffusion and agar dilution, and vacA and cagA genes were detected by conventional PCR.
All isolates were susceptible to amoxicillin and tetracycline. Resistance to metronidazole by diffusion or dilution tests was 35.7% and 36.1%,
respectively, and to clarithromycin, 21.4% and 22.3%, respectively. There was one strain that showed intermediate resistance to clarithromycin
(MIC 0.38 mg/l), using agar diffusion, and that was included among the resistant strains. Three discrepancies were observed between the dif-
fusion and dilution methods. The vacA s1 allele was detected in 17.2% of the strains, and vacA s2 in 82.8%, 51.7% of the total were cagA+.
In conclusion, all strains tested in our study were susceptible to amoxicillin and tetracycline, allowing them to be considered as first-line anti-
biotics, while clarithromycin and metronidazole maintain a slight increase in their resistance level. The cagA+ strains were detected in expected
quantities, while the s1 allele of the vacA gene was detected in lower quantities.

Key words: Helicobacter pylori - Resistance - Virulence



2006; Vol. 19 (N° 1)

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo de mor-
fologia helicoidal con cuatro a seis flagelos que le dotan de
movilidad. Su crecimiento 6ptimo se produce a 37 °C en
microaerofilia, y es productor de catalasa, ureasa y oxida-
sa. Posee diversos factores de patogenicidad que contribu-
yen a la colonizacién o al dafio de la mucosa géstrica; en-
tre estos dltimos se encuentra la citotoxina vacuolizante
VacA, que es una proteina producida por aproximadamen-
te el 50% de las cepas de H. pylori, resistente a la accién
del 4cido y de la pepsina. Su papel patégeno no esta clara-
mente definido y, aunque se ha asociado mds frecuente-
mente con aislamientos causantes de tlcera en la poblacién
europea (1), no parece esencial para su produccién (2).
Esto podria explicarse por la existencia de distintos ge-
notipos que podrian tener comportamientos mas o menos
agresivos (3).

La proteina CagA es otro factor patégeno importante.
Es una proteina antigénica de funcién desconocida, que
presentan el 60% de las cepas de H. pylori y que se asocia
con la expresién de la actividad vacuolizante de la citoto-
xina (4). Esté codificada por el gen cagA, y su presencia se
asocia a alteraciones importantes, como gastritis grave, atro-
fia de 1a mucosa y alto riesgo de ulcera o cdncer géstrico.
De las cepas procedentes de pacientes con tlcera, un por-
centaje superior al 90% son cagA positivas.

Otros factores importantes de patogenicidad son la “isla”
de patogenicidad, las proteinas de choque térmico, el lipo-
polisacarido, la ureasa, la capacidad de movilidad y la ca-
pacidad de adherencia.

La infeccién por H. pylori se presenta en casi la mitad
de la poblacién mundial, convirtiéndose asi en la infeccién
bacteriana cronica mas comin de los humanos (5). Se mani-
fiesta principalmente con clinica digestiva (dispepsia, gas-
tritis, dlcera), y en algunos estudios se ha asociado a clinica
extradigestiva (cardiopatia isquémica, fendmeno de Ray-
naud, enfermedades inmunitarias) (6, 7).

Para el diagnéstico de H. pylori, el cultivo adquiere ca-
da vez mds importancia en ciertas poblaciones con mayor
prevalencia de resistencia a los antibidticos, debido a la po-
sibilidad que ofrece de probar la sensibilidad a éstos. Estd
recomendado en casos de resistencia primaria a la claritro-
micina mayor del 15% a 20% y tras dos fallos de trata-
miento (8).

Existen diferentes pautas terapéuticas establecidas por
varios consensos: National Institute of Health de 1994, eu-
ropeos de 1996, 2000 y 2005 (8, 9), canadiense de 1998
(10) y asidtico de 1997 (11), que incluyen la administra-
cion tanto de antidcidos como de antibidticos en terapias
dobles (actualmente no recomendadas), triples o cuddru-
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ples. Cualquiera de ellos puede fallar en la erradicacién de
H. pylori, en un 5% a 20% de los casos, debido entre otras
causas a falta de cumplimiento terapéutico por parte del
paciente, a la aparicién de efectos secundarios y al desarro-
llo de resistencia antibiética. En nuestro medio estd aumen-
tando la resistencia al metronidazol y la claritromicina, es-
pecialmente en los nifios, pero se mantiene la sensibilidad a
la amoxicilina y la tetraciclina (12).

El objetivo de nuestro estudio fue conocer los patrones
de sensibilidad a los antibi6ticos de primera linea contra
H. pylori y las caracteristicas patdgenas de esta bacteria.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Se estudiaron 36 cepas de H. pylori, tanto de nifios co-
mo de adultos, aisladas de muestras tomadas por endosco-
pia. Las biopsias se sembraron en medios selectivos y no
selectivos para H. pylori y se incubaron en estufa a 37 °C
en atmosfera microaerdfila durante 5 a 15 dias. La identi-
ficacidn se llevd a cabo por medio de la morfologia de la
colonia, la tincién de Gram y la positividad de las pruebas
de la ureasa, la catalasa y la oxidasa.

En los estudios de sensibilidad bacteriana se incluy6 la
cepa patrén H. pylori NCTC 11637 (National Collection of
Type Cultures, London; Type Strain). Para corroborar la
presencia de los genes vacA y cagA se incluy6 la cepa con-
trol TIGR 26695 (The Institute for Genome Research).

Antimicrobianos
y estudio de sensibilidad in vitro

Los antimicrobianos claritromicina y metronidazol se
probaron por el método E-test®, y la ampicilina y la tetra-
ciclina por el de disco, ambos por difusion en agar, usando
placas de Columbia agar base suplementado con un 5% de
sangre de carnero. Cada placa fue inoculada con un cultivo
de 48 a 72 horas de H. pylori, y después se depositaron las
tiras de E-test® o los discos para posteriormente ser incu-
badas a 37 °C. A los tres dias se hizo una primera lectura
de los resultados, que fueron confirmados a los cinco dias.

Por el método de dilucién en agar, los antibidticos pro-
bados y sus correspondientes solventes, siguiendo las re-
comendaciones del NCCLS, fueron amoxicilina-tampén
fosfato pH 6,0, 0,1 mol/l, tetraciclina-agua, metronidazol-
agua y claritromicina-metanol. Para determinar la CMI de
cada antibidtico se probaron diferentes concentraciones
obtenidas por diluciones dobles seriadas (128-0,008 mg/1)
a partir de un cultivo puro de H. pylori a una concentracién
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del 2 de la escala MacFarland (contenido aproximado de
1 x 107 a 1 x 108 UFC/ml), que se inocularon, mediante un
replicador automatico, en placas de Mueller-Hinton con un
5% de sangre desfibrinada de caballo conteniendo la con-
centracion de antibiético a estudiar. La CMI se defini6 co-
mo la concentracién mds baja de antimicrobiano que in-
hibfa el crecimiento bacteriano visible después de tres a
cinco dias de incubacién.

Puntos de corte de resistencia

Se siguieron las recomendaciones del NCCLS del afio
2000 para la claritromicina (cepas sensibles CMI <0,25
mg/l, intermedias CMI = 0,5 mg/l y resistentes CMI >1
mg/l) y de la BSAC del afio 2004 para la amoxicilina (sen-
sibles CMI <1 mg/l y resistentes CMI >2 mg/1), el metro-
nidazol (sensibles CMI <4 mg/l y resistentes CMI >8 mg/1)
y la tetraciclina (sensibles CMI <2 mg/l y resistentes CMI
>4 mg/l) (13).

Estudio de factores de virulencia

Para el estudio de la presencia de los genes vacA y
cagA se procedio a la extraccién del DNA cromosémico de
H. pylori segtin un protocolo previamente descrito (14). La
deteccién de los alelos del gen vacA se realizé mediante
una técnica de PCR, siguiendo el protocolo de Atherton y
cols. (15), y para la deteccion del gen cagA se sigui6 el pro-
tocolo de Covacci y cols. (16), que detecta un producto
amplificado de 297 pb situado entre las posiciones 1751
y 2048 de la secuencia previamente mencionada (17). El
proceso de amplificacidn se llevo a cabo en un termocicla-
dor 2400 (Perkin Elmer, Wellesley, USA) y el de revelado
mediante electroforesis en gel de agarosa tefiidos con bro-
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muro de etidio, utilizando marcadores de peso molecular
adecuados al peso del fragmento a detectar. Posteriormente
se visualizaron mediante transiluminador Uvidoc (Sigma,
Saint Louis, USA) y se fotografiaron con maquina de pa-
pel térmico Mitsubishi P91 (Mitsubishi, Ciprés, USA).

RESULTADOS

Por difusién en agar, las 36 cepas de H. pylori fueron
sensibles a la amoxicilina y la tetraciclina, el 35,7% fueron
resistentes al metronidazol y el 21,4% resistentes a la cla-
ritromicina. Por dilucién en agar también todas las cepas
fueron sensibles a la tetraciclina y la amoxicilina, el 36,1%
fueron resistentes al metronidazol y el 22,3% resistentes a
la claritromicina. Hubo una cepa con resistencia interme-
dia a la claritromicina (0,38 mg/1), por el método de difu-
sién en agar, que se incluyd entre las cepas resistentes
(Tabla 1).

Se observaron tres discrepancias entre los dos métodos
de estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. Una cepa
resultd ser sensible al metronidazol por el método de dilu-
ci6n mientras que fue resistente por el método de difusion;
otra fue resistente a la claritromicina por dilucién, pero
sensible por difusién; y una tercera cepa fue sensible a la
claritromicina por dilucién y resistente por difusién.

De las 36 cepas de H. pylori, a 29 se les pudo extraer el
DNA vy realizar el estudio de deteccién de los genes vacA
y cagA.

La secuencia sefial del gen vacA se presentaba como
forma s/ en el 17,2% de las cepas (cinco cepas de las 29
probadas) y como s2 en el 82,8% (24 cepas de las 29 pro-
badas). El 51,7% de las cepas de H. pylori presentaron el
gen cagA (15 cepas de las 29 probadas) y el 48,3% de las
cepas no (14 cepas de las 29 probadas).

Tabla 1. Sensibilidad antibiética de H. pylori por los métodos de difusién y dilucion en agar (CMI en mg/l).

Antibiético CMI, CMI,, Intervalo Resistencia
Claritromicina

Difusion en agar <0,016 8 <0,016->256 22,30%

Dilucién en agar 0,032 2 <0,008-128 21,40%
Metronidazol

Difusién en agar 0,125 >256 <0,016->256 36,10%

Dilucién en agar 4 >128 1-128 35,70%
Amoxicilina

Dilucién en agar

<0,008 0,016 <0,008-0,125 0

Tetraciclina

Dilucién en agar 0,5 0,125-2 0
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De las 15 cepas cagA+, tres presentaban el alelo s/ del
gen vacA (20% de las cepas cagA+ vacA sl) y 12 presen-
taban el alelo s2 (80% de las cepas cagA+ vacA s2). De las
14 cepas cagA—, dos expresaban el alelo s/ (14,3% de las
cepas cagA—vacA s1)y 12 expresaban el s2 (85,7% de las
cepas cagA— vacA s2).

DISCUSION

La resistencia a la tetraciclina y la amoxicilina es un he-
cho excepcional (18-20), pero estdn apareciendo estudios
que describen tasas de resistencia del 12,3% al primer an-
tibidtico (21) y hasta del 38% al segundo (22). La mayoria
de los estudios demuestran que predominan las cepas sen-
sibles (23, 24), y en nuestro caso todas las cepas lo fueron,
confirmandose su utilidad en la terapia contra H. pylori de
primera linea.

Los macrdlidos se han considerado antibiéticos con
buena actividad in vitro frente a H. pylori. La resistencia
primaria a este grupo de antibiéticos es baja, entre el 2% y
el 10% en la mayoria de los paises europeos, pero el desa-
rrollo de resistencia secundaria eleva este porcentaje hasta
el 70% a 100% (25). Diferentes estudios nos informan de
grados de resistencia a la claritromicina muy diversos: 2%
(26), 6,2% (27), 16,5% (28), 18,2% (29) y hasta un 29,1%
(30). En nuestro estudio, la resistencia a la claritromicina
fue del 22,3% por el método de difusion en agar y del
21,4% por el de dilucién. Al incluir cepas tanto de adultos
como de nifios (con mayores grados de resistencia), pero
en porcentaje desconocido, y al no conocer tampoco si
habian hecho tratamiento previo con este antibidtico, no
podemos afirmar que esta tasa de resistencia obtenida sea
alta (para resistencia primaria y adultos) o baja (para resis-
tencia secundaria y nifios).

El metronidazol es el antibidtico con mayor tasa de re-
sistencia de los utilizados frente a H. pylori. La resistencia
primaria se encuentra entre el 30% y el 40%, y la secunda-
ria entre el 70% y el 100% (25). Su amplio uso en otras in-
fecciones en la poblacion general puede estar influyendo
en el incremento de la resistencia. En Espaa se observo que
del 7,4% de resistencia en los afios 1991-1993 se pasé a un
20,25% en 1994-1996 y a un 43,9% en 1997-1999 (31); no
obstante, actualmente parece que esta resistencia ha dismi-
nuido y se estd manteniendo estable alrededor del 35% (32).
En nuestro estudio la tasa de resistencia fue del 36,1% por
difusién en agar y del 35,7% por dilucién, confirmando di-
cha estabilidad.

Los estudios realizados sobre el gen vacA muestran
grandes discordancias, ya que mientras unos hablan de un
100% de presencia del alelo s/ otros encuentran porcenta-
jes del 63% y del 65% (12, 33). En nuestro estudio, la pre-
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sencia del alelo s/ fue del 17,2%. Al no conocer la propor-
cién de cepas procedentes de nifios y adultos no podemos
asociar los resultados con un mayor nimero de cepas in-
fantiles, que son las que se relacionan con el alelo s/ (34).

Hasta ahora la mayoria de los estudios referian porcen-
tajes superiores al 85% de cepas de H. pylori cagA+ (12,
33), pero en los tdltimos trabajos realizados este porcentaje
varia enormemente: 85% a 90% en Corea (35), 64% en
Méjico (36), 61,7% en Turquia (37) y 31% a 40% en Brasil
(38). En nuestro caso el porcentaje de cepas cagA+ fue del
51,7%, quizas por el hecho de que se incluyeron cepas de
nifios, ya que en éstos el porcentaje de cagA+ es menor
(34). Dentro de estas cepas cagA+, el 20% presentaban el
alelo s/ del gen vacA y el 80% el alelo s2. En otros estu-
dios, el porcentaje de presencia del alelo s/ del gen vacA
en cepas cagA+ es superior al del alelo 52 (39).

En conclusion, todas las cepas de H. pylori estudiadas
fueron sensibles a la amoxicilina y la tetraciclina, por lo
que se mantiene la opcién de primera linea de tratamiento
con estos antibiéticos. Los porcentajes de resistencia a la
claritromicina y el metronidazol fueron similares por dilu-
cién y por difusion, y se mantuvieron dentro de los limites
esperados. La presencia del alelo s/ en las cepas estudia-
das fue menor que en otros estudios; sin embargo, las ce-
pas cagA+ se detectaron en un porcentaje similar al descri-
to en estudios recientes. Al relacionar las cepas cagA+ con
los alelos s/ y s2 del gen vacA, encontramos que es mas
frecuente que las cepas cagA+ presenten el alelo s2.

Correspondencia: Manuel Lépez-Brea, Servicio de Microbiologia, Hos-
pital Universitario de la Princesa, C/Diego de Leén 62, 28006 Madrid.
Tel. y Fax: 91 520 23 17; E-mail: micro@helicobacterspain.com
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