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Resumen

Introduccién: H. pylori tiene alta variabilidad genética, sus
genes cagA y vacA le confieren mayor virulencia. Es necesario
contar con pruebas de diagndstico no invasivas que detecten
los factores de virulencia. Objetivo: estandarizar un ensayo de
ELISA utiizando péptidos sintéticos para determinar
anticuerpos IgA secretores en saliva e IgG séricos anti CagA de
H. pylori. Pacientes y Métodos: Se evaluaron 61 pacientes del
Servicio de Gastroenterologia del Hospital Vargas de Caracas.
Se realizd: estudio histoldgico, diagnoéstico molecular de H.
pylori y genes vacA y cagA. Se estandarizaron ensayos de
ELISA para la deteccion de IgA secretora e 1gG utilizando
péptidos sintéticos de CagA y antigeno de H. pylori.
Resultados: 73,7% fue positivo para H. pylori por histologia,
62,3% tuvo gastritis cronica activa, 21,3% atrofia gastrica y
13,11% metaplasia intestinal. 85% fue positivo para H. pylori por
PCR, 44,68% cagA+ y 32,65% vacA s1lml. Los péptidos de
CagA fueron inmunogénicos, valores de anticuerpos IgA
secretores e IgG anti péptidos de CagA fueron
significativamente mas elevadas (p<0,0001) en pacientes
cagA+ por PCR que en pacientes cagA-. Conclusiones: El
desarrollo de péptidos sintéticos de CagA y su utilizacion en el
inmunodiagnostico, puede contribuir como prueba no invasiva
de primera linea y estudios epidemioldgicos.

Palabras clave: H. pylori, cagA, péptidos sintéticos, ELISA,
diagnostico serologico, diagnostico molecular.
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IMMUNODIAGNOSIS USING SYNTHETIC CAGA
PEPTIDES FOR THE STUDY OF HELICOBACTER
PYLORI INFECTION

Summary

Introduction: H. pylori has high genetic variability, cagA and
vacA genes confer greater virulence. Noninvasive diagnostic
tests that detect virulence factors are necessary. Objective: to
standardize an ELISA assay using synthetic peptides to
determine secretory IgA antibodies in saliva and serum 1gG anti
CagA from H. pylori. Patients and Methods: 61 patients were
evaluated in the Gastroenterology Service of Hospital Vargas de
Caracas. The histological study and molecular diagnosis of H.
pylori and vacA and cagA genes was made. ELISA assays for
the detection of secretory IgA and IgG were standardized using
synthetic peptides from CagA and H. pylori antigen. Results:
73.7% were positive for H. pylori by histology, 62.3% had active
chronic gastritis, 21.3% gastric atrophy and 13.11% intestinal
metaplasia. 85% were positive for H. pylori by PCR, 44.68%
cagA + and 32.65% vacA slml. CagA peptides were
immunogenic, secretory IgA antibody and IgG anti CagA peptide
values were significantly higher (p <0.0001) in cagA+ patients
by PCR than in cagA- patients. Conclusions: The development
of synthetic CagA peptides and their use in immunodiagnosis
can contribute as a first-line non-invasive test and
epidemiological studies.

Key words: H. pylori, cagA, synthetic peptides, ELISA,
serological diagnosis, molecular diagnosis.
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Introduccién

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo Gram-negativo
flagelado que coloniza la mucosa gastrica de mas de la mitad
de la poblacion mundial®. La infeccién por esta bacteria se ha
asociado a condiciones socioecondmicas bajas, hacinamiento
e inadecuadas condiciones de la vivienda®?. Su prevalencia es
elevada en diversas regiones de Latinodmerica y paises
subdesarrollados mientras que, es relativamente baja en paises
industrializados o] poblaciones con condiciones
socioecondmicas altas®. La persistencia de la infeccion con H.
pylori puede ocasionar el desarrollo de diversas patologias
como gastritis, Ulcera gastrica o duodenal, linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosa (MALT) y adenocarcinoma géstrico;
por lo que es considerado el primer agente etiologico para la
mayoria de los desérdenes gastroduodenales siendo declarado
como agente carcinbgeno humano tipo | en 1994, por la
Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional del
Cancer®.  La infeccion por H. pylori induce un proceso
inflamatorio que produce gastritis cronica, la cual puede
permanecer asintomatica durante afios o evolucionar desde una
gastritis no atrofica a patologias gastricas severas®), es por ello
gue existe consenso a nivel mundial sobre la importancia de su
diagndstico y erradicacion, la cual ha sido planteada como
estrategia para la prevencién de cancer gastrico en el mundo®,
H. pylori tiene alta variabilidad genética y sus genes cagA y
vacA le confieren mayor virulencia, siendo las cepas cagA+ las
que estan asociadas con mayor cronicidad de la infeccion,
patologias gastricas severas y desarrollo de cancer gastrico®,
En Venezuela, la infeccidon géastrica por H. pylori es de alta
prevalencia en nifios y adultos, los estudios han demostrado
gue mas de la mitad de la poblacion esta infectada, siendo que
el 50% de los infectados lo estan por cepas cagA+(-19, por otro
lado, nuestro pais tiene una alta incidencia de cancer gastrico,
con énfasis en la zona Andina®b).

El diagndstico de la infeccidén es complejo, principalmente por la
descrita inconsistencia entre las diferentes pruebas disponibles,
dicha inconsistencia estd determinada por las diferencias de
sensibilidad y especificidad de las pruebas, la calidad y
precision de la toma de muestra, la experticia del evaluador
(examen histologico) y el tipo de prueba de diagnéstico
utilizada. En general, las pruebas no invasivas estan
conformadas por la prueba de Carbono radiactivo (}3C y #C),
también conocida como la prueba del aliento, la deteccion de
antigenos en heces y la serologia. De éstas, la primera es
considerada la prueba de oro?. Ninguna de las dos primeras
detecta el tipo de cepa de acuerdo a sus factores de virulencia.
Existen algunos estuches comerciales serolégicos que detectan
anticuerpos anti CagA, sin embargo solo pueden ser poco
accesibles, sobre todo en poblaciones de bajos recursos. Por
su parte, las pruebas invasivas requieren la toma de biopsias
gastricas a partir de las cuales se puede realizar el cultivo, la
examinacion histolégica, PCR y la prueba de ureasa rapida.
Estas pruebas se fundamentan en la deteccién directa de la
bacteria, sus genes o productos metabdlicos.
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Es indiscutible que existe una gran necesidad de disponer de
pruebas de diagnéstico no invasivas, que ademas éstas
determinen los factores de virulencia de la cepa que son de
importancia clinica, que sean de alta sensibilidad vy
especificidad, de costos accesibles y que den respuesta a los
requerimientos existentes en el pais.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un ensayo de ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) utilizando péptidos
sintéticos desarrollados en Venezuela, para detectar
anticuerpos IgA secretores en saliva e IgG séricos anti CagA de
H. pylori.

Pacientes y Métodos

Se evaluaron las muestras de 61 pacientes con gastropatias y
presencia sugestiva de H. pylori, tratados o no con terapia
antimicrobiana, que por criterio médico requirieron someterse a
estudio endoscopico de las vias digestivas superiores en el
Servicio de Gastroenterologia del Hospital Vargas de Caracas
(afios 2013 y 2016).

Se excluyeron: pacientes que habian consumido antibiéticos
durante los ultimos seis meses e inhibidores de la bomba
protones dos semanas previas a la intervencion, pacientes con
céncer gastrico, Ulceras sangrantes y/o cuadros de anemias.

Bajo criterio médico y previo consentimiento informado de cada
paciente y aprobacion del protocolo por parte del Comité de
Bioética, se realizé toma de biopsias de antro gastrico a cada
paciente, destinadas a: diagnostico de H. pylori por biologia
molecular utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) vy evaluacion histopatologica. Fueron
tomadas de Ultimo las biopsias destinadas a anatomia
patolégica para evitar el contacto con formol de las muestras
para PCR, realizando la adecuada desinfeccion de la pinza
entre cada paciente para evitar la infeccion cruzada.

Estudio histolégico:

El estudio anatomopatoldgico fue realizado en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Vargas de Caracas y estuvo
basado en el Sistema de Clasificacion Sydney actualizado®3-15),

Disefio y sintesis de Péptidos:

Los péptidos de CagA utilizados en este estudio fueron
disefiados y sintetizados en estudios previos(®. Las secuencias
de las proteinas de CagA fueron adquiridas de la base de datos
del Banco de Datos de Proteinas (Protein Data Bank-PDB)
NCBI. Se realiz6 Blast de todas las secuencias con la finalidad
de seleccionar secuencias conservadas y se utilizé el programa
ClustalW para alinear las secuencias y realizar el andlisis de las
regiones conservadas. Posteriormente se analizaron las
secuencias empleando el programa ANTHEPROT 4.5 y se
selecionaron secuencias de 15 a 20 aminoacidos que
cumplieran con los pardmetros de antigenicidad, hidrofilicidad y
accesibilidad del solvente”). La sintesis simultanea de péptidos
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se realizd siguiendo el sistema de sintesis de péptidos en fase
solida®®, utilizando la metodologia de T Boc @9 |os péptidos
fueron clivados con acido fluorhidrico (HF) y liofilizados para ser
utilizados en los inmunoensayos. La caracterizacion de los
péptidos se llevé a cabo mediante espectrometria de masas,
para lo cual se empled un espectrémetro 3200 API-QTRAP de
Applied Biosystem. Este procedimiento se realizé en el
Laboratorio de Sintesis de Péptidos del Instituto de Medicina
Tropical de la Universidad Central de Venezuela.

Antigeno de H. pylori:

El antigeno fue preparado a partir de cepas de H. pylori
previamente crecidas en cultivo, las cuales fueron cosechadas
y sometidas a sonicacién determinando concentracién de
proteinas por el método de Lowry, siguiendo el procedimiento
previamente descrito??,

Determinacion de IgG e IgAs anti-péptidos y Ag de H. pylori
através de latécnica de ELISA.

Se utilizaron muestras de sueros y salivas previamente
recolectadas de los pacientes. Las placas de ELISA Nunc
MaxiSorp fueron sensibilizadas durante dos 2 horas a 37°C con
2,5ug/pozo de antigeno de H. pylori y los péptidos se utilizaron
a una concentracion de (20pg/ml), ambos diluidos en buffer
carbonato pH 9,6. Luego de 3 lavados PBS-Tween 0,05%, se
blogued durante 2 horas a 37°C. Las muestras se colocaron a
una dilucion de 1:10 para las salivas y de 1:100 para los sueros
en PBST-BSA al 0,5% y se incubaron 1 hora a 37°C. Se utilizé
Anti IgA (1/2000) o Anti IgG (1/6000) marcados con peroxidasa
como anticuerpos secundarios para cada caso y fueron
incubados por una hora a 37°C. Para el revelado se utiliz6 una
solucion de 10mg de OPD (o-phenylenediamine
dihydrochloride) en buffer citrato pH 54 y H202. La
determinacion de absorbancia se realiz6 a 450nm en el lector de
ELISA.

Identificacion de genes de virulencia de H. pylori a través
de la técnica de Reaccion de Cadena de la Polimerasa
(PCR)

El ADN gendmico a partir de biopsias de antro gastrico se
obtuvo por medio del método de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico. Los cebadores utilizados para cada gen identificado
en este estudio y las condiciones de amplificacion se utilizaron
de acuerdo a lo descrito previamente@b,

Andlisis estadistico

Las proporciones fueron comparadas utilizando la prueba
exacta de Fisher y Chi-cuadrado. Los valores de Densidad
Optica de las determinaciones de anticuerpos fueron analizados
calculando las medianas, las cuales fueron comparadas
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Se consideraron
significativos los valores de p <0,05.

Resultados

Se evaluaron 61 pacientes con gastropatias cronicas; 70,49%
(43/61) mujeres y 29,51% (18/61) hombres, con edades
comprendidas entre 23 a 84 afos (media de 53,26 + 13,32
afos).

Estudio Histopatoldgico de las biopsias gastricas

Se detecto la presencia de H. pylori en el 73,77% (45/61) de las
muestras histolégicas (Tabla 1). De acuerdo al sistema de
clasificacion Sydney, 62,3% (38/61) presentaron gastritis
cronica activa, 21,31% (13/61) atrofia gastrica, 13,11% (8/61)
metaplasia intestinal y un 3,28% (2/61) de los pacientes no
presentaron ningin cambio histoldgico (*p<0,0001) (Tabla 2). .

Tabla 1. Distribucion segin sexo y edad de pacientes
pediatricos con diagnoéstico de COVID-19.

Variables ®
n=61) " )
Presente* 45 73,77
Ausente 16 26,23

*p<0,0001 al comparar el nimero de biopsias con H. pylori presente por
andlisis histoldgico con el nimero de biopsias con ausencia de H. pylori.

Tabla 2. Prevalencia del diagnostico anatomopatoldgico de
biopsias gastricas de los pacientes evaluados.

Diagnostico

Anatomopatolégico n (%)

(n =61)
Normal 2 3,28
Ga§tritis crénica 38 62,3
activa
Atrofia gastrica 13 21,31
Metaplasia 8 13,11
Intestinal

*p<0,0001 al comparar el nUmero de pacientes con cada patologia.

Deteccion de los genes ureC, vacA y cagA por PCR

Se detecto el gen ureC en el 80,7% (46/57) (p<0,0001) de las
muestras de ADN extraidas a partir de las biopsias gastricas de
los pacientes, 85,96% (49/57) (p<0,0001) de las muestras
presento alguna de las variantes alélicas s/m del gen vacA 'y en
44,68% (21/47) de las muestras positivas para H. pylori se
detect6 el gen cagA (p<0,0001) (Tabla 3).
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Tabla 3. Prevalencia de los genes de virulencia de H. pylori
determinados por PCR en biopsias gastricas de los pacientes
evaluados.

Positivos Negativos
Gen
n (%) n (%)
ureC (n=57)* 46 80,70 11 19,30
vacA (n=57)* 49 85,96 8 14,04
cagA (n=47) 21 44,68 26 55,31

*p<0,0001 al comparar:
Numero de positivos y negativos para el gen ureC.
Numero de positivos y negativos para el gen vacA.

Numero de positivos para el gen cagA con positivos para el gen ureC y
vacA.

La variante alélica s1/m1 del gen vacA se observd con mayor
frecuencia en un 32,65% (16/49) (p<0,0001) de las muestras,
seguido de la variante s1 sin deteccion de la region m en un
22,45% (11/49). En menor frecuencia se detectaron las
variantes s2/m2 12,24% (6/49) y s1/m2 en 10,2% (5/49), asi
como la variante s2 sin deteccion de la region m en 2,04%
(1/49). También se evidencio infeccion mixta determinada por la
presencia de distintas variantes alélicas del gen, detectandose:
8,16% (4/49) de muestras s1/m1ly s2/m2, 4,08% (2/49) s1y s2/
m2, 4,08% (2/49) s1s2 sin deteccién de m, 2,04% (1/49) s1/ m1ly
m2y 2,04% (1/49) s1y s2/m1 (Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia de las variantes alélicas del gen vacA de
H. pylori determinados por PCR en biopsias gastricas de los
pacientes evaluados.

Alelos del gen

vacA s1/m1* sl s2/m2 s1/m2 sly
Positivos s2/mly m2
(n=49)
n 16 11 6 5 4
% 32,65 22,45 12,24 10,20 8,16

Alelos del gen

vacA slys2/ s1/ mly
lys2 1ys2/ml 2
Positivos m2 SLys m2 sly s2/m °
(n=49)
n 2 2 1 1 1
% 4,08 4,08 2,04 2,04 2,04

*p< 0,05 al comparar la prevalencia de los alelos s1/m1 con s2/m2.
**p<(0,0001 al comparar la prevalencia del alelo s1 con s2 y m1 con m2.
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Determinacion por ELISA de los anticuerpos IgA secretores
en saliva e IgG séricos anti-CagA y anti-antigeno de H.
pylori.

Se estandariz6 un ensayo de ELISA para la evaluacion de los
péptidos y la determinacién de anticuerpos IgA secretores e IgG
séricos. Se evaluaron seis péptidos de la proteina CagA de H.
pylori, asi como también una mezcla de los mismos a la que se
denominé pool CagA. La inmunogenicidad de dichos péptidos
fue evaluada previamente utlizando el Ensayo de Union a
Mdltiples Antigenos (MABA)®?2 mostrando una importante
reactividad antigénica®®. La Figura 1 representa graficamente
las medianas de los valores en Densidad Optica (D.O.)
obtenidos de la lectura de los ensayos de ELISA al detectar
anticuerpos IgA secretores anti H. pylori y anti CagA, utilizando
los péptidos sintéticos, en las muestras de saliva de los
pacientes evaluados. Evidenciando que las medianas de los
valores de anticuerpos IgA secretores anti el antigeno de H.
pylori, detectados en saliva, fueron significativamente mas
elevados (p<0,0001) en pacientes infectados por H. pylori que
en pacientes no infectados. Al evaluar cada péptido de CagA
asi como el pool se determiné que la mediana de los valores
obtenidos para cada péptido también fue significativamente mas
elevada (p<0,0001) en los pacientes infectados al compararlos
con los controles negativos.

Unidades de Densidad Optica (D.O)
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Figura 1. Deteccion de IgA secretora en saliva anti H. pylori y
anti. péptidos de CagA por el método de ELISA.

Al evaluar los sueros para detectar anticuerpos especificos IgG
anti antigeno de H. pylori, asi como anti los péptidos de CagA,
se evidencio que éstos fueron significativamente mas elevados
(p<0,0001) en pacientes infectados por H. pylori que en
pacientes no infectados en todos los casos con excepcion del
péptido 1441 (p<0,05) y el péptido 1436 donde no hubo
diferencia estadisticamente significativa (Figura 2).

Deteccion de los anticuerpos IgA secretores anti-H. pylori
y anti-péptidos de CagA de acuerdo a la positividad por
PCR.

Con el objeto de evaluar los péptidos que mostraron mayor
inmunogenicidad, se seleccionaron los péptidos 1442, 1444 y
1445 y se determinaron anticuerpos IgA secretores e IgG
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séricos en muestras de pacientes positivos y negativos para el
gen cagA detectado por PCR (Figuras 3y 4).
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Figura 2. Deteccion de 1gG sérica anti-H. pylori y anti-péptidos
de CagA por el método de ELISA.
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Figura 3. Deteccién de anticuerpos IgA secretores anti- H.pylori
y anti-péptidos de CagA por ELISA, de acuerdo a la presencia
del gen cagA.
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Figura 4. Deteccion de anticuerpos IgG séricos anti-H. pylori y
anti-péptidos de CagA por ELISA, de acuerdo a la presencia del
gen cagA.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas de las
medianas de los valores de anticuerpos IgA secretores
(p<0,0001) e IgG séricos (p<0,05) entre los pacientes en los que
se detectdé el gen cagA al compararlos con los pacientes
negativos para el gen cagA y estos a su vez con los pacientes
controles no infectados con H. pylori.

Discusioén

La infeccion por H. pylori es de alta prevalencia en Venezuela y
el mundo, siendo la causa de diversas patologias gastricas. El
cancer gastrico es la cuarta causa de cancer en el mundo y la
segunda causa de mortalidad por cancer®3), siendo la infeccion
por H. pylori, sus factores de virulencia y el establecimiento de
la infeccion, uno de los factores etiol6gicos descritos en los
eventos de la cascada que va desde lesiones preneoplasicas al
desarrollo de cancer gastrico®). En este estudio se evidencié la
presencia de H. pylori en las muestras histol6gicas de 73,77%
(45/61) de los pacientes evaluados, ademas lesiones gastricas
encontradas fueron gastritis crénica activa 62,3% (38/61),
atrofia gastrica 21,31% (13/61) y metaplasia intestinal 13,11%
(8/61).

Ha sido establecido que la inflamacién superficial de la mucosa
gastrica desencadenada por H. pylori, representa el primer
eslabdn de la cadena de lesiones que en algunos pacientes
pueden culminar en cancer gastrico® de manera que la
prevencion y la deteccién temprana de los factores de riesgo asi
como la comprension de las diferentes fases de la cascada
precancerosa, son estrategias que contribuirian favorablemente
a la disminucién de la incidencia de enfermedades gastricas
severas en nuestra poblacion®).

La realizacion del diagndstico molecular a través de la deteccion
de genes conservados y genes de virulencia de H. pylori en el
ADN de biopsias de los pacientes, arroj6 un 85,96% de
positividad para H. pylori por PCR, evidenciando una mayor
sensibilidad de la técnica molecular lo cual concuerda con otros
reportes2429) y evidencia la importancia de realizar diferentes
pruebas para concluir el diagndstico certero, tomando en cuenta
las diferencias de sensibilidad y especificidad en las distintas
pruebas y sobre todo en la distribucion desigual de la bacteria
en la mucosa gastrica, cuando se trata de pruebas que
dependen de la toma de biopsia, lo cual puede traducirse
indiscutiblemente en errores de su deteccion 9. Ademas, es
importante destacar que se ha reportado que el uso de
medicamentos como bismuto, antibidticos e inhibidores de la
bomba de protones y hemorragias en la mucosa, pueden
transformar la forma tipica de H. pylori de espiral a cocoide,
indetectable por microscopia de rutina®7:12),

El gen ureC fue detectado en el 80,7% de las muestras
evaluadas y el gen vacA en el 85,96%. Por lo tanto, el
porcentaje de positividad para ambos genes conservados de H.
pylori (ureC y vacA) fue similar. Los alelos del gen vacA
asociados a mayor virulencia, s1/ml, fueron detectados en
mayor frecuencia en un 32,65%, seguido de s1 sin deteccién de
la regién m, en 22,45%. Evidenciandose ademas varios casos
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de infeccion mixta. Ha sido ampliamente reportado que las
cepas con variantes alélicas s1/ml presentan mayor
citotoxicidad debido a la elevada produccion de la proteina
VacA, quien induce vacuolizacion en la célula epitelial y el
consecuente dafio al epitelio géastrico, la produccion de esta
proteina es menor en las variantes alélicas s1/m2, no
evidenciandose actividad citotdxica en las formas s2/m2(@8-30),
Estos resultados coinciden con otros reportes nacionales y de
la region Latinoamericana donde la prevalencia de cepas con
las formas alélicas mas virulentas de vacA es elevada®!24.31-33),
Se detecté la presencia del gen cagA en 44,68% de las
muestras positivas para H. pylori, similar a lo conseguido en
trabajos previos en Venezuela donde la prevalencia de este gen
alcanza la mitad de los infectados®). La proteina CagA,
codificada por el gen cagA, el cual se localiza en el extremo 3’
de la isla de patogenicidad (cagPAl), es translocada al interior
de la célula epitelial a través del sistema secretor tipo IVy y su
fosforilacion resulta en cambios morfol6gicos de la célula y
activacion de las vias de sefalizacion para la activacion de
factores de transcripcion nuclear de citocinas pro
inflamatorias®®34), Se han reportado los efectos combinatorios
entre la expresiéon de factores de virulencia de H. pylori como
cagA, vacA s1 m1, mostrando que el riesgo a desarrollar cancer
se incrementa hasta 50 veces méas cuando se expresan ambos
factores®%, por lo que la determinacién de los mismos es de
gran importancia clinica, epidemioldgica y predictiva de la
posible evolucion del paciente infectado.

Determinar la presencia de H. pylori con certeza mediante un
solo método diagndstico es complejo, debido a las
inconstancias existentes entre las distintas pruebas, lo cual
abarca las fortalezas y debilidades de cada una®”. Por su parte,
la serologia es un método no invasivo que brinda como
principales beneficios ser una opcién simple y de bajo costo, no
se altera por hemorragias gastrointestinales, e identifica
factores de virulencia; sin embargo, no permite discernir entre
infecciones activas o respuesta de memoria, ni tampoco permite
confirmar la erradicacion de la infeccién inmediatamente
posterior a tratamiento. Sus aspectos positivos la convierten en
una prueba Otil para estudios de primera linea vy
epidemiolégicos®®39),

En la busqueda de métodos no invasivos que contribuyan al
diagnostico de H. pylori y sus factores de virulencia y
entendiendo la importancia que tiene la deteccién de los
mismos, se estandarizaron ensayos ELISA, utilizando péptidos
sintéticos de CagA para detectar anticuerpos IgA secretores en
saliva e IgG séricos asumiendo como prueba de oro la PCR.
En este ensayo preliminar, solo cinco pacientes fueron
utilizados como controles negativos, razén por la cual no se
establecié un punto de corte ni se determiné la sensibilidad y
especificidad de la prueba; sin embargo, se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos al analizar las
medianas de las densidades 6pticas (D.O.) detectadas. Cabe
destacar las limitaciones que existen para recolectar biopsias
de pacientes negativos, entendiendo que los pacientes con
criterios endoscopicos de las vias digestivas superiores y toma
de biopsias son siempre sintomaticos, donde la prevalencia de
la infeccién por H. pylori es elevada y razones éticas obvias
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impiden la realizacion de este tipo de estudio y toma de biopsias
en pacientes asintomaticos.

Todos los péptidos de CagA evaluados, asi como el antigeno
completo de H. pylori, fueron reconocidos por los anticuerpos
IgA secretores e 1gG séricos de los pacientes evaluados, siendo
significativamente mas elevados (p<0,0001) los valores de
anticuerpos medidos en D. O en pacientes infectados por H.
pylori al compararlos con los controles negativos, con excepcion
del péptido 1441 (p<0,005) y el péptido 1436 que no mostréd
diferencia significativa en la deteccién del anticuerpo IgG.

Es conocido que los titulos séricos de IgG e IgA aumentados se
encuentran relacionados con grastritis activa, asi como con
mayor nivel de dafio en gastritis cronica, infiltracion por H. pylori
y cepas cagA positivas®’). Trabajos previos muestran que la
determinacion de anticuerpos IgAs especificos puede ser un
indicador del proceso activo de la infeccion por H. pylori®?, de
manera que los anticuerpos en saliva pueden jugar un papel
importante en la inmunidad gastrica frente a la infeccion®2,
Vale la pena destacar, que en el caso del antigeno H. pylori, los
valores fueron similares entre pacientes PCR positivos para
cagA y pacientes con PCR negativo para el gen, puesto que el
antigeno es un extracto proteico completo de la bacteria que no
discrimina entre la presencia o no de CagA, lo cual corrobora su
valor para detectar respuesta de anticuerpos frente a cualquier
variante genética de H. pylori.

Al evaluar los tres péptidos de CagA que mostraron mayor
inmunogenicidad tanto en la deteccion de anticuerpos IgA
secretores como de 1gG, de acuerdo a la positividad de cagA
por PCR, se encontré que la mediana de los valores detectados
fue mayor en pacientes PCR positivos para el gen cagA que en
pacientes PCR negativos y pacientes no infectados (p<0,0001).
Ademas, los resultados mostraron que la IgA secretora obtuvo
mayor reconocimiento a todos los péptidos asi como al pool que
la IgG, y que en general, algunos péptidos fueron capaces de
inducir mayor respuesta IgA secretora (determinada en saliva)
que IgG (determinada en suero), lo cual pudiera sugerir que
estos dos tipos de anticuerpos reconocen epitopes distintos de
los péptidos, reflejando las variaciones existentes entre la
respuesta sistémica tipo IgG y la del sistema inmunitario de las
mucosas determinada por IgA secretora.

El desarrollo de secuencias peptidicas especificas de CagA
puede contribuir respuesta al diagndstico eficaz y oportuno de
la infeccidon por H. pylori y sus factores de virulencia, de alta
prevalencia en Venezuela y cuya deteccion temprana
contribuye a la prevencion del cancer gastrico. La
determinacion de anticuerpos IgA secretores para el diagnostico
de H. pylori ha sido poco estudiado; sin embargo, el empleo de
la saliva como fuente para la deteccién de anticuerpos IgAs
especificos, pudiera tener valor en el diagnéstico y
entendimiento de la progresion de la infeccion por H. pylori.
Estos resultados preliminares muestran que es importante
realizar estudios con un nimero mas amplio de pacientes para
asi poder determinar con certeza la sensibilidad y especificidad
de esta técnica basada en péptidos sintéticos, la cual puede ser
un aporte importante a la problematica que existe en el uso de
técnicas de diagndstico para esta infeccion.
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Conclusiones

El desarrollo de péptidos sintéticos y el hallazgo de epitopes
especificos de H. pylori, en particular de CagA, y su utilizacién
en el inmunodiagndstico a través del ensayo de ELISA, puede
ser una importante contribucién en el diagnéstico no invasivo,
de primera linea, asi como también en estudios
epidemiologicos, fundamentales en poblaciones de alto riesgo
y alta prevalencia de infeccion.
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