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1. RESUMEN

La infeccion por Helicobacter pylori esta presente en el 50 % de la poblacion
mundial y en su fase cronica, puede ser causa de estados graves de salud e incluso de
muerte a causa del desarrollo de cancer gastrico, el cual en nuestro pais ocupa uno de
los primeros lugares en la lista de canceres mas comunes. Es por estas razones que el
diagnoéstico certero y a tiempo de esta infeccion, es de suma importancia para el
tratamiento de la misma, asi como de las enfermedades asociadas a ella.

Los métodos de diagnostico de infeccion por H. pylori se pueden dividir en dos
grupos segun la forma de obtencién de la muestra: invasivos y no invasivos. Los
métodos invasivos son aquellos en los cuales se debe obtener una muestra de tejido
gastrico por medio de cirugia endoscopica; dentro de este grupo se encuentran la prueba
rapida de la ureasa, distintos tipos de tinciones de frotes y tejido, cultivo y la
amplificacién de ADN de la bacteria por medio de la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa. Los métodos no invasivos son aquellos que utilizan muestras que
pueden ser obtenidas sin necesidad de recurrir a un procedimiento quirtirgico; entre este
grupo de métodos se incluyen las pruebas serologicas para la deteccion de anticuerpos
anti-H. pylori, la prueba de exhalacion de urea marcada (PEU) y recientemente el
inmunoensayo para deteccion de antigeno de H. pylori en muestras de heces. Esta
ultima es una herramienta ideal, ya que a diferencia de la PEU no necesita de equipo
especial para su realizacién y su costo es mucho menor, ademas de contar con
sensibilidad y especificidad comparables a los métodos invasivos.

En Guatemala, se ha generalizado el uso de inmunoensayos para la deteccion de
anticuerpos IgG en muestras de suero para el diagndstico de infeccién activa por H
pylori. Por esa razén se realizé este estudio, en donde se compararon los resultados
obtenidos con la prueba serolégica con los resultados obtenidos con la prueba para
deteccion de antigeno de H. pylori en heces, que fue utilizada en este caso como
estandar de oro, con el fin de establecer el valor predictivo positivo de infeccién activa
de los tests serologicos.

El estudio se llevdo a cabo durante los meses de junio a septiembre, se
recolectaron 80 muestras de suero y de heces de pacientes que asistieron a un
laboratorio privado y cada una de estas muestras fue analizada con ambos métodos y los
resultados fueron analizados por medio de una tabla de dos por dos. De este analisis

estadistico se obtuvo un valor predictivo positivo de 52.3 %, en base al cual se concluyé
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que la prueba serolégica para deteccion de anticuerpos IgG anti-H. pylori no es de

utilidad en el diagnéstico de infeccidn activa por H. pylori.




2. INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo, microaerofilico, de forma
espiral y de gran movilidad, que infecta la mucosa gastrica en mas del 50% de la
poblacion mundial. La infeccion por esta bacteria es adquirida durante la infancia y
si no es tratada persiste cronicamente causando gastritis, ulcera péptica e incluso
cancer gastrico (1).

Actualmente hay disponibles varios métodos para la deteccion de H. pylori,
entre los cuales encontramos aquellos que necesitan de endoscopia (ureasa, cultivo,
etc.) y los que no son invasivos como la prueba de exhalacién de urea marcada con
carbono 13 (PEU) y los diferentes tipos de inmunoensayos para la deteccion de esta
bacteria en muestras de suero y heces (2). La prueba de exhalacion de urea marcada
con carbono 13 es la mas utilizada para el diagndstico de infeccién activa y
seguimiento de pacientes después del tratamiento; sin embargo es costosa y requiere
de equipo especializado (3). Los inmunoensayos serologicos para la deteccion de
anticuerpos IgG han sido ampliamente utilizados para el tamizaje de pacientes
infectados con H. pylori, tienen buena sensibilidad, son rapidos y de bajo costo; sin
embargo no se recomienda su uso en pacientes después de tratamiento ya que los
anticuerpos siguen presentes aunque éste haya sido exitoso, ademas de que una
prueba positiva por si sola no puede establecer un diagndstico de infeccién activa
(4-6). El inmunoensayo para la deteccion de antigeno de H. pylori en heces es una
opcidn reciente que no es tan costosa como la PEU, no necesita de intervenciéon
quirdrgica y a diferencia de los ensayos seroldgicos, si puede utilizarse para el
diagnostico de infeccidn activa y seguimiento de pacientes en tratamiento (7,8).

A pesar de que en Guatemala se encuentra disponible la mayoria de estos
métodos, se ha generalizado el uso de test serolégicos, por lo que es necesario
establecer su valor predictivo positivo de infeccion activa y su utilidad diagnéstica
real.

En este estudio se recolectaron 80 muestras de heces y de suero de pacientes que
asistieron a un laboratorio privado, presentando alguna sintomatologia caracteristica
de la infeccion por H. pylori y sin ningin tratamiento antibidtico. Las muestras de
heces fueron analizadas de inmediato con un ensayo ELISA para la deteccion de
antigeno de H. pylori. Las muestras de suero fueron congeladas a —20 °C hasta que

se analizaron con un ensayo ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG
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anti H. pylori. Los resultados obtenidos fueron analizados con una tabla de dos por
dos para obtener el valor predictivo positivo del ensayo seroldgico en la infeccidén

activa por H. pylori.




3. ANTECEDENTES

3.1 Historia:

Desde principios del siglo pasado se sabe del hallazgo de bacterias espirales en
biopsias de pacientes con cancer géstrico y ulceras duodenales, asi como también en
pacientes con gastritis antral, sin embargo, la idea de que estas patologias pudieran ser
causadas por un agente infeccioso no fue aceptada. En 1,975 se hizo un estudio en el
que se observé que una bacteria Gram negativo se encontraba en el 80 % de pacientes
con tlcera gastrica, sin embargo, no se logro la identificacion de la misma, por lo que
asumieron que eran contaminantes endoscopicos (9).

En 1,982 los australianos Barry Marshall y Robin Warren notaron la similitud de
estos microorganismos con el género Campylobacter (10). A partir de 1,983 se reportd
por diferentes autores la frecuente asociacion entre gastritis antral y la presencia de estas
bacterias. En 1,985 dichas bacterias fueron nombradas Campylobacter pylori, hasta que
en 1,989, después de establecer una serie de diferencias bioquimicas y
ultraestructurales, se concluyé que C. pylori debia ser clasificado como un género
nuevo, por lo que a partir de ese afio con base en esas diferencias se acordo
internacionalmente la creacién del género Helicobacter, en el cual se incluian las

especies Helicobacter pylori, H. mustelae y H. felis (11-13).

3.2 Generalidades:

H. pylori es un bacilo gram negativo, microaerofilico de forma espiral que mide
de 2.5 a 3.5 um. de largo y 0.5 a 1.0 um. de didmetro. Su superficie es lisa sus extremos
redondeados, en uno de estos extremos posee de 1 a 6 flagelos, los cuales le brindan una
gran movilidad, gracias a la cual puede ubicarse dentro de la capa de moco que recubre
las células epiteliales de las mucosas gastrica y duodenal y migrar hacia el interior de la

mucosa y colonizar al hospedero, situandose entre las uniones intercelulares (1,14).

3.3 Factores de Virulencia:

El éxito de la infeccion en la mucosa gastrica y la persistencia de H. pylori
dentro del sistema gastrointestinal del hombre, implica que esta bacteria posee
propiedades que le permiten sobrevivir dentro del estobmago, multiplicarse y colonizar la
mucosa gastrica (15). Dos de estas propiedades son: su gran movilidad y la sintesis en

su superficie de la enzima ureasa (16).
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La ureasa que produce hidroliza la urea presente y libera amoniaco,
manteniendo asi, un pH casi neutro a su alrededor, para evadir las propiedades
bactericidas del 4cido clorhidrico. Su importancia como factor de virulencia es tal que
las bacterias manipuladas genéticamente para que no produzcan dicha enzima, pierden
por completo la capacidad de colonizar la mucosa gastrica; dicha enzima, ademas, tiene
un efecto citotoxico directo sobre la mucosa. Las altas concentraciones de amonio
sobre la mucosa gastrica tienen, a su vez, dos efectos nocivos de gran importancia. En
primer lugar, la acumulacién de este compuesto favorece la retrodifusion de iones
hidrégeno hacia el epitelio y, por otra parte, lesiona la integridad de la capa de moco
(16,17).

H. pylori es una bacteria que coloniza el estomago y es capaz de dafiarlo, ya sea
a través de la produccion de sustancias como enzimas y citotoxinas, evitando la
fagocitosis, o bien, desencadenando una serie de eventos inmunolégicos, los cuales
tienen como finalidad destruir a la bacteria; sin embargo, este objetivo no se logra
realmente y lo Unico que ocasiona esta respuesta inmune es incrementar el dafio tisular
provocado por el microorganismo (16).

H. pylori produce dos enzimas que se presume le confieren resistencia a la
fagocitosis, una de ellas es una catalasa presente en todas las cepas de esta bacteria,
sintetizada en grandes cantidades y que se encuentra en el espacio extracelular. La
superoxido dismutasa, es la segunda enzima que podria ayudar a la supervivencia
permanente de la bacteria en el estémago; presumiblemente ambas enzimas protegen a
H. pylori de los metabolitos de oxigeno liberados por neutréfilos gastricos (16).

Otras enzimas propias de la bacteria, tales como mucinasa, lipasa y fosfolipasa
A, contribuyen a destruir la capa mucosa, en tanto que los tetrapéptidos bacterianos
ejercen un importante efecto quimiotactico sobre eosindfilos y neutrofilos. La
posterior activaciéon de estas células, con el subsiguiente incremento en las
concentraciones locales de citocinas, contribuye al desarrollo de una excesiva y
persistente respuesta inflamatoria que lesiona ain mas la mucosa. Luego de entrar en
contacto con lipopolisacaridos bacterianos, los neutrofilos liberan sus granulos
citoplasmaticos, que contienen grandes cantidades de mediadores inflamatorios tales
como metabolitos del acido araquidonico, proteasas, radicales libres de oxigeno,
fosfolipasas y activadores de plaquetas. Mas aln, tanto el microorganismo como sus
productos metabdlicos inducen la expresion de receptores para diversos mediadores

inflamatorios en la membrana celular de los monocitos y estos, al ser estimulados,
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liberan grandes cantidades de interleucina 1, factores de crecimiento celular y radicales
libres oxidantes. Al mismo tiempo, por la activacion de los eosinofilos aparecen otras
sustancias mediadoras de la inflamacién tales como proteina basica mayor, que también
es un agente nocivo para la mucosa géistrica (18-20). Una respuesta humoral
generalizada acompaiia todo este proceso, la cual se mide por medio del titulo de
anticuerpos séricos. Estos anticuerpos pertenecen a los tipos IgG, IgM o IgA y estan
- dirigidos contra los antigenos mas grandes de la bacteria (10,21).
Por otra parte, la bacteria exhibe una gran diversidad genética, de modo que
algunas cepas tienen mayor virulencia y capacidad ulcerogénica que otras. Actualmente

se ha comprobado que algunas regiones genéticas estan directamente implicadas en el

desarrollo de las patologias ocasionadas por H. pylori. Dichas regiones genéticas se
describen a continuacion:

e Vac A (Citotoxina de Vacuolizacion A): induce la vacuolizacién de las
células epiteliales, favoreciendo la formacion de tlceras. La combinacion
de sus alelos S1/M1 estd mas asociada con toxigenicidad y virulencia
(22,23).

e Region Cag A (Gen Asociado a Citotoxina A): Produce altos niveles de
infiltracion de neutréfilos e inflamacién. Asociada generalmente a

pacientes con tlcera duodenal y cancer gastrico (24,25).

3.4 Epidemiologia:

Los datos recopilados hasta la fecha, indican que Helicobacter pylori tiene una
amplia distribucion mundial ya que se calcula que el 50 % de la poblaciéon humana esta
infectada con esta bacteria (16). Actualmente se sabe que la infeccién es adquirida
durante la infancia y persistira a lo largo de la vida, contribuyendo al desarrollo de
enfermedad ulcero péptica y cancer, en ciertos individuos susceptibles (26). La tasa de
infeccién aumenta con la edad, de manera que mientras alrededor de 10% de los
individuos menores de 30 afos estan infectados, tal cifra asciende a 60%, entre los
mayores de 60 afios. Segun los estimativos mas recientes, 90-95% de los pacientes con

ulcera duodenal y 60-70% de aquellos con tlcera gastrica estan colonizados por la
bacteria. (27-29).

La frecuencia creciente de infecciones que ocurren dentro de familias, junto con

la edad v el hacinamiento, indica que /7. pviori es transmitido por contacto directo. Hay

.
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informacién comprobada que indica que ciertos grupos étnicos tienen mayor riesgo de
infeccion que otros. Por ejemplo, habitantes de Africa e Hispanoamérica tienen una
mayor tasa de infeccion de los norteamericanos caucasicos (30). En los paises en vias
de desarrollo, las incidencias de infeccion tienden a ser mayores en las poblaciones
indigenas. Segun estudios recientes realizados en una comunidad de San Juan La
Laguna, Guatemala, esto se atribuye al hecho comprobado de que las condiciones
socioeconomicas bajas aumentan el riesgo de infeccién (31,32).

La relacién demostrada en una poblacion peruana entre el riesgo de infeccién y
la fuente de origen del agua para beber, el aislamiento de la bacteria en heces, la
aglomeracion intrafamiliar y el consumo de alimentos crudos, es evidencia que sugiere
fuertemente la transmisién feco-oral (33,34). Adicionalmente se ha encontrado
existencia de H. pylori en las uiias de las manos y en la mucosa oral, lo cual fortalece la
teoria de esta via de transmision y sugiere la transmision oro-oral. El hecho de que la
boca sea un reservorio natural y permanente del H. pylori puede jugar un papel
determinante en la tasa de reinfeccidn gastrica en los pacientes con recaidas, aunque se
sabe que la principal causa de recurrencia es el abandono prematuro del tratamiento
(32,35-37).

Existen reportes que afirman que H. pylori puede encontrarse en reservorios no
humanos, lo cual determina un tipo de transmisién zoonética. Se han reportado
anticuerpos anti H. pylori en suero de perros y gatos, pero estos trabajos han sido muy
criticados debido a que se discute que si los animales hubiesenn tenido contacto previo
con personas. infectadas y éstas pudieron haberlos infectado (38). Osato en 1,998
demostrd que las moscas caseras pueden ser vectores que favorecen la transmision de

la infeccién por H. pylori (39)

3.5 Helicobacter pylori y enfermedades asociadas:

La infeccidn por H. pylori se manifiesta de muy diversas maneras y los sintomas
caracteristicos de la gastritis son dolor abdominal tipo ardoroso en la parte media
superior del abdomen, nausea, vomito o agruras. Cuando predominan el vomito y las
agruras, entonces la entidad se denomina enfermedad por reflujo gastroesofagico. No
obstante, en pacientes pediatricos no siempre es tan obvia esta enfermedad, pues los
nifios muy pequefios no pueden expresar sus molestias y si no tienen sintomas evidentes
como son vomito o regurgitacién, no es posible precisar lo que les sucede. Si el

paciente es muy pequefio, probablemente lo Unico que manifieste sean sintomas
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inespecificos como llanto constante, rechazo al alimento, con consecuente falta de
incremento de peso y talla, lo que ocasiona frecuentemente confusion tanto en los
padres como en el médico (40-42).

H. pylori es capaz de colonizar células epiteliales, cardias, antro y cuerpo del
estomago, siendo estas dos tltimas secciones las que mas alta tasa de infeccién poseen.
Ademas puede invadir las células del epitelio del fondo del duodeno cuando la
metaplasia estd presente (43). A continuacion se describirdn brevemente las

enfermedades con las cuales H. pylori esta directamente relacionado.

3.5.1 Gastritis Cronica:

Es el resultado de la inflamacién cronica de la mucosa géstrica con la aparicion
de la respuesta humoral contra la bacteria. En la mayoria de las personas progresa
lentamente o permanece virtualmente inactiva (44,45). Dependiendo de la region del
estomago infectada, la gastritis cronica puede clasificarse en:

3.5.1.1 Gastritis Crénica Tipo A: en la cual la infeccién esta localizada en el
cuerpo del estémago, la cual se encuentra presente en el 90% de los pacientes con
anemia perniciosa (46). La mucosa del cuerpo y el fondo gastrico presentan una
marcada atrofia glandular y epitelial, la secrecién de acido clorhidrico, pepsinégeno y
factor intrinseco estan marcadamente disminuidas o ausentes y los niveles de gastrina en
suero estan elevados. En estos pacientes se encuentran anticuerpos anti-mucosa
gastrica, lo cual revela el caracter autoinmune de la enfermedad. H. pylori no es hallado
comunmente en este tipo de gastritis (47,48).

3.5.1.2 Gastritis Crénica Tipo B: en la cual la infeccién esta localizada en el
antro del estdmago, encontrandose reducidas las células G y los niveles de gastrina
estan dentro del rango normal. Los anticuerpos anti-mucosa gastrica estan ausentes en
el suero de estos pacientes (49). El principal factor de inicio de la gastritis tipo B es la
infeccion por H. pylori y la progresion de ésta se debe a la persistencia de la bacteria
(50).

En la mayoria de casos, la gastritis es asintomética y probablemente sin
consecuencias visibles a largo plazo. El desarrollo de ulceras duodenales estd muy
relacionado con este tipo de gastritis (50).

3.5.1.3 Gastritis Crénica Tipo AB: en la cual la infeccidon esta localizada en

ambas regiones y los pacientes que la padecen presentan un mayor riesgo de desarrollar

cancer gastrico (50).
' T A O PLCS D GUATENALA \
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La prevalencia de gastritis cronica en la poblacion general esta directamente
relacionada con la edad ya que se ha establecido que aumenta en las personas adultas y

tiende a ser mas baja en las poblaciones infantiles (48).

3.5.2 Ulcera Gastrica:

Es el resultado de la ruptura de la barrera de la mucosa gastrica, como resultado
de la actividad de la ureasa producida por la bacteria, dando inicio al proceso ulceroso
(49,51). Actualmente se sabe que existen dos grupos de pacientes con ulcera gastrica:
los que padecen gastritis cronica asociada a H. pylori y los que no estan infectados por
esta bacteria, pero que toman drogas antiinflamatorias no esteroideas, las cuales también

son capaces de romper la mucosa por diferentes mecanismos (52).

3.5.3 Ulcera Duodenal:

Esta afeccion esta asociada en mas del 90% con la presencia de H. pylori, siendo
en este grupo de pacientes donde se observa una mayor frecuencia de recaidas después
del tratamiento. En ausencia de la bacteria se deben investigar otras posibles causas
como la Enfermedad de Crohn y el Sindrome de Zollinger-Ellison. En este grupo de
pacientes, el porcentaje de recaidas es menor del 5% (53,54).

Debido a la evidencia obtenida de varios estudios, se afirma que la presencia de
H. pylori induce el desarrollo de esta enfermedad, sin embargo aun no se ha dilucidado
cual es el mecanismo por medio del cual la ocasiona. Se han postulado dos teorias para
explicar este mecanismo de accion:

e La duodenitis cronica causada por la colonizacién microbiana, se asocia
a la persistencia de la tulcera, siendo la persistencia de la bacteria
responsable de debilitar la mucosa, lo cual favorece la formacion de la
ulcera por la accién del acido.

e La produccion de una hipergastremia e hiperpepsinogenemia tipo [
inducida por H. pylori que favorecerian la hipersecrecion de acido y la

aparicion de la ulcera (55).

3.5.4 Cancer Gastrico:
H. pylori tue declarado como un Carcindégeno de clase I por la Organizacion
Mundial de la Salud en 1,994. Dos tipos diferentes de cancer han sido asociados con la

infeccién por H. pylori: Linfoma gastrico y Adenocarcinoma (20). Se considera que
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ésta bacteria produce una progresion cronolégica “preneoplédsica™, que inicia con
gastritis superficial, continia con gastritis crénica atrofica, metaplasia intestinal,
displasia y finalmente cancer (56-58). Sin embargo, el 50 % de la poblacion adulta
infectada no desarrolla ningun tipo de cancer gastrico, razén por la cual se deduce que
otros factores deben intervenir para aumentar el riesgo de céncer en caso de infeccion
por H. pylori, y que la infeccidn crénica por esta bacteria constituye la primera etapa del
proceso (59).

En Guatemala el cancer gastrico es uno de los que muestra niveles mas
alarmantes, ocupando entre 1,975 y 1,992 el segundo lugar entre hombres y mujeres,
mientras que entre 1,993 y 1,994 ocupd el primer lugar en el sexo masculino y el cuarto
lugar en el sexo femenino (15).

La evidencia del papel que H. pylori desempefia en el desarrollo de céncer
gastrico se ha obtenido de tres diferentes tipos de estudios realizados: estudios paralelos
de las caracteristicas epidemioldgicas de la infeccion por H. pylori y el cancer gastrico,
estudios de la infeccidon con H. pylori en pacientes con cancer gastrico y estudios
prospectivos de las infecciones por H. pylori (60-64). También se ha obtenido
evidencia de la asociacion de H. pylori con cancer gastrico de estudios de corto plazo
que han demostrado el revertimiento de las condiciones “preneoplasicas™ cuando se
administra un tratamiento exitoso para erradicar al H. pylori (65).

3.5.4.1 Linfoma Gastrico: los linfomas de células B o maltomas son
complicaciones relacionadas a la infeccion por H. pylori. Estudios recientes han
demostrado que el desarrollo de este tipo de linfomas pueden ser inicialmente inducidos
por la acciéon de citocinas liberadas por linfocitos T presentes en la respuesta
inmunoldgica del organismo humano contra la bacteria (66,67).

3.5.4.2 Adenocarcinoma: aun no se ha establecido el mecanismo por medio del
cual H. pylori contribuye con el desarrollo de este tipo de cancer, sin embargo la
asociacion entre la presencia de esta bacteria y el desarrollo de éste cancer ha sido
establecida en base a los datos obtenidos de los estudios citados previamente. El
adenocarcinoma gastrico ocupa el lugar nimero 40 entre los canceres mas comunes y se
espera que llegue a ser la octava conforme la poblacién mundial envejece (68). El
adenocarcinoma gastrico es mas comun en naciones en vias de desarrollo y entre las
poblaciones con menos posibilidades econdmicas en los paises industrializados (69).
En muchos paises de Latinoamérica y Asia, el cancer gastrico permanece como el tipo

de malignidad mas comtn entre hombres y la segunda entre mujeres. En paises de bajo
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riesgo, hay grupos étnicos con un riesgo aumentado de padecer esta enfermedad, por
ejemplo en Estados Unidos, la prevalencia de adenocarcinoma gastrico entre negros,

asiaticos e hispanos es casi el doble de la prevalencia entres caucasicos (70).

3.6 Diagnostico de Helicobacter pylori:

Se han desarrollado diferentes técnicas para el diagndstico de infeccién por esta
bacteria, las cuales se pueden dividir en dos clases segun la forma de obtencién de la
muestra para su analisis: técnicas directas o invasivas, para las cuales se debe obtener
una muestra de tejido gastrico por medio de una cirugia endoscépica y las técnicas
indirectas o no invasivas, para las cuales se necesitan muestras de suero, aliento o heces,
mismas que pueden ser obtenidas sin necesidad de ningun procedimiento quirdrgico
(71).

3.6.1 Técnicas Directas o Invasivas:

Las muestras de tejido deben tomarse obligatoriamente del antro y de la region
cercana al piloro. Debe tomarse una muestra de tejido de la misma regién para cada
uno de los métodos que se vaya a realizar. La muestra destinada al examen
anatomopatolégico se debe depositar en formol; si se va a realizar un examen
inmunohistolégico, debe congelarse a —80 °C, para el examen bacteriologico es mejor

usar un medio de transporte como el de Cary Blair (72).

3.6.1.1 Prueba Rapida de la Ureasa: constituye el método més rapido y
practico para detectar la presencia de H. pylori en pacientes sometidos a endoscopia. La
ureasa producida por esta bacteria convierte la urea a amonio, que alcaliniza el pH del
medio y produce un cambio de color, lo cual se toma como una reaccion positiva. Esta
prueba puede realizarse directamente en la sala de endoscopia, depositando un
fragmento de la muestra en el medio y esperar el cambio de color, el cual ocurre durante
los primeros 20 minutos en el 80 % de los casos, aunque a veces puede retrasarse hasta
el dia siguiente (50,73).

La desventaja de este método es su baja sensibilidad, ya que necesita de la
presencia de mas de 10° bacterias por milimetro cibico de tejido para producir el
cambio de color en el medio. Debido a esta situacion, esta prueba no debe utilizarse en

pacientes que finalizaron tratamiento, ya que podria dar un falso negativo en pacientes

con baja tasa de infeccion (73).
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Raramente puede encontrarse a Gastrospirillum hominis, una bacteria gram
negativo, no cultivable y de forma espiral que productora de ureasa y que también
puede desarrollar gastritis, los pacientes infectados por esta bacteria responden al

tratamiento utilizado para erradicar a H. pylori (74).

3.6.1.2 Coloracion de Frotes y Tejidos: los frotes se preparan por impronta de
tejido o del moco en laminas portaobjetos y se tifien con la coloracion de Gram
modificada (se sustituye la safranina por carbolfucsina). En esta preparacion se espera
observar bacilos gram negativo curvos o ligeramente espirales aunque también se
pueden observar algunas formas cocoides de H. pylori. G. hominis aparece como un
bacilo gram negativo con espirales de mayor amplitud (74).

Las muestras de tejidos pueden colorearse con la coloracién Hematoxilina-
Eosina (HE), la cual permite observar a H. pylori y asi como algunos de los cambios
histolégicos provocados por la presencia de la bacteria. Esta tincién puede ser poco
confiable cuando no existen muchas bacterias. En estos casos se pueden utilizar otras
tinciones especiales como la de Warthin Starry, Giemsa modificada y la tincion de plata
de Steiner (75,76)

El hallazgo histolégico mas frecuentemente asoctado con gastritis ocasionada
por H. pylori es el infiltrado de neutréfilos y la inflamacién mononuclear en el epitelio
gastrico (10).

También se observan cambios degenerativos de la superficie epitelial de las
células, incluyendo disminucion de la mucina, vacuolizacion citoplasmica,
desorganizacion glandular y aumento del tamafio nuclear (77).

3.6.1.3 Cultivo: la muestra debe ser triturada para dispersar las bacterias. La
muestra debe cultivarse en al menos dos medios selectivos y uno no selectivo. Los
medios de cultivo selectivos mas utilizados son el de Skirrow, el de Butzler o el Campy-
Bap, mientras que como medio no selectivo se puede utilizar el agar chocolate (78,79).

Las colonias son translicidas , no pigmentadas que miden de | a 2 mm. de
diametro, algunas cepas pueden presentar una ligera hemolisis beta. Su crecimiento
optimo se alcanza en aproximadamente 5 dias en una atmosfera microaerofilica y a
37 °C. Si el cultivo es para aislamiento primario, se debe adicionar un suplemento
antibidtico que contenga polimixina, anfotericina, vancomicina y trimetroprim

sulfametoxazol (80).
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Para la identificacion positiva de H. pyvlori deben considerarse los siguientes
aspectos:

e Verificacion de la morfologia colonial y bacteriana.

e Verificacion de caracteristicas bioquimicas especificas como: catalasa, oxidasa
y ureasa positivas, indol, hidrélisis del hipurato y fermentacion de la glucosa
negativos (78).

Hay en el mercado un conjunto de pruebas propuestas por una casa comercial
que analiza la actividad de la ureasa, fosfatasa alcalina, gamma-glutamiltransferasa y
nitrato reductasa, las cuales han demostrado que pueden obtener una identificacion
certera (78).

La importancia de realizar el cultivo es que permite establecer la susceptibilidad
antibidtica, en especial a los nitroimidazoles, macrolidos y fluoroquinonas que son los
medicamentos mas utilizados actualmente en los esquemas terapéuticos (81).

3.6.1.4 Amplificacion de ADN bacteriano por la Técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR siglas en inglés): actualmente esta técnica ha sido de
mucha utilidad para la identificacion, caracterizacion y ubicacion de microorganismos
de dificil cultivo. En muchos casos la sensibilidad y especificidad de los tests
serologicos no son suficientes para diferenciar entre bacterias de caracteristicas
similares, y es en estos casos donde se aplica el uso de esta técnica cuyo poder de
discriminacién entre especies es bastante alto (82).

En el caso particular de H. pylori, a pesar de la alta especificidad y sensibilidad
de esta prueba, debido a la ubicuidad de la bacteria se pueden generar resultados falsos
positivos. La técnica de PCR proporciona informacién valiosa al determinar si la
bacteria estd o no presente en la muestra; sin embargo, no dice nada acerca de la
viabilidad de la misma, porque la detecta viva o muerta. Debido a esto, no puede
reemplazar al cultivo ya que éste demuestra claramente la viabilidad de la bacteria (83).

Esta técnica ha sido utilizada para el estudio de diversos tipos de muestras,
incluyendo tejido fijado en parafina, lo cual ha permitido hacer grandes avances en el

entendimiento de esta bacteria por medio de estudios retrospectivos y prospectivos

(84,85).




3.6.2 Técnicas Indirectas o No Invasivas:

Entre este grupo de técnicas se incluyen las pruebas serologicas para la
deteccion de anticuerpos anti-H. pylori, la prueba de exhalacion de urea marcada (PEU)
y recientemente el inmunoensayo para deteccidon de antigeno de H. pylori en muestras
de heces (2,5)

3.6.2.1 Pruebas Seroldogicas: durante los primeros afios después del
descubrimiento de H. pylori, la serologia se utiliz6 con éxito para el diagndstico de
infecciones por dicha bacteria. Estas pruebas se basan en la deteccion de anticuerpos
IgG y a veces IgA circulantes en el suero del paciente como resultado de la respuesta
inmune humoral (86).

Esta prueba es til en pacientes no tratados e infectados, ya que los niveles de
anticuerpos se encuentran elevados de forma estable, y su deteccién es sinénimo de
infeccién. Sin embargo, en pacientes que han sido sometidos a tratamiento antibiotico,
los anticuerpos IgG e IgA no empiezan a disminuir sus titulos hasta 12 meses después,
por lo cual no son de gran utilidad para el seguimiento de pacientes después del
tratamiento (6,7).

Los métodos mas utilizados para la deteccion de anticuerpos son: la
aglutinacion, la fijacién del complemento y los inmunoensayos (EIA s siglas en inglés),
siendo los ultimos los mas ampliamente utilizados (87). Los antigenos que se han
utilizado para el desarrollo de estos tests incluyen bacterias completas, fracciones de
bacteria, proteinas de superficie y enzimas como la ureasa. La sensibilidad y
especificidad de este tipo de pruebas superan el 90 %, sin embargo no representan una
herramienta ideal para el diagndstico de infeccion activa o para el seguimiento de
pacientes después del tratamiento (88,89).

3.6.2.2 Prueba de Exhalacion de Urea Marcada (PEU): esta prueba se basa en
la hidrdlisis de la urea hacia amonio y diéxido de carbono, que realiza la enzima ureasa
producida por H. pylori. Se administra urea marcada con un isétopo de carbono, la cual
al ser hidrolizada producira dioxido de carbono marcado, que sera absorbido por la
sangre y llevado hasta el pulmén para ser eliminado a través del aire exhalado, el cual es
recuperado en una bolsa laminada. La muestra de aire es analizada luego por un
espectrofotdmetro de masas o en un contador de centelleo, seglin sea el isotopo de
carbono utilizado, para dar un resultado. Los isétopos utilizados pueden ser C'* o C'*,
siendo el ultimo el mas econdmico, pero por ser un isdtopo mas estable y por

consiguiente mas dificil de eliminar, no puede ser administrado a pacientes embarazadas
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y a pacientes pediatricos. El C' es un isétopo menos estable, por lo cual puede ser
administrado a mujeres embarazadas y nifios, pero el equipo de deteccion es mas caro
que el utilizado para la lectura de muestras marcadas con C'*(88,90,91).

Este método es sensible y especifico, pero tiene las desventajas de su alto costo y
necesita equipo especializado para su realizacion.

3.6.2.3 Pruebas para la Deteccion de Antigeno de Helicobacter pylori en
muestras de heces: en los ultimos afios ha habido un creciente interés en el desarrollo
de pruebas no invasivas para el diagnostico de infeccién por H. pylori y para la
evaluacion y seguimiento de pacientes después de tratamiento antibiético. Los métodos
actuales, han demostrado ser confiables y se han obtenido buenos resultados con ellos;
sin embargo, presentan ciertas desventajas como la necesidad de endoscopia para la
obtencion de la muestra, alto costo y baja especificidad. A partir de 1,999 varios
investigadores han evaluado la posibilidad de que una prueba ELISA para detectar
antigeno de H. pylori en heces pueda vencer estos inconvenientes y convertirse en una
herramienta util en el manejo de pacientes con infeccion por esta bacteria (7,8,92).

En estos estudios se logré determinar que esta prueba si cumple con los
requisitos de sensibilidad y especificidad necesarios para el diagnodstico de infeccién
activa y también comprobaron su utilidad para el seguimiento de pacientes bajo
tratamiento, ya que se establecié que una prueba de deteccién de antigeno en heces
negativa es signo de erradicacioén de la bacteria. Esta negatividad puede observarse a
los dos meses después de finalizado el tratamiento, a diferencia de los 12 meses

requeridos como minimo en las pruebas serologicas (7,8,92-94).

3.7 Tratamiento:

H. pylori es una bacteria dificil de erradicar, generalmente se requiere del uso de
dos o mas antibidticos a la vez, por periodos de 7 a 14 dias ademas de medicamentos
que tienen como objetivo bloquear el acido gastrico contribuyendo asi a la mejoria de la
inflamacién generada y del movimiento eséfago-gastroduodenal. La combinacién mas
usada en este esquema de tratamiento es la de amoxicilina, metronidazol y omeprazol,
con la cual se han obtenido tasas de efectividad de 85% (6).

Recientemente Del Giudice y colaboradores han estado trabajando en el
desarrollo de una vacuna contra H. pylori; sin embargo todavia hay muchas preguntas

sin respuesta respecto al mecanismo exacto de la respuesta inmune del organismo contra
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esta bacteria, pero a pesar de esto, no se descarta la creacion de una vacuna que ayude a

proteger al organismo contra H. pylori (95).
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4.JUSTIFICACIONES

La mayoria de laboratorios en Guatemala utiliza ensayos seroldgicos para deteccion de
anticuerpos IgG contra Helicobacter pylori para el diagnostico de infeccion por esta
bacteria debido a que son faciles de realizar y de bajo costo. Sin embargo, un resultado
positivo con este tipo de pruebas no necesariamente indica infeccion activa o reciente.
Actualmente se encuentra disponible un ensayo inmunoenzimatico para deteccion del
antigeno de H. pylori en muestras de heces, el cual ha demostrado en estudios recientes
que es de gran utilidad para el diagndstico de infeccién aguda e incluso para el
seguimiento de pacientes en tratamiento antibiotico para la erradicacion de esta bacteria.
A diferencia de otros métodos confirmatorios como la biopsia o la prueba de exhalacién
de urea marcada con carbono 13 (PEU) esta prueba es de un costo menor y el paciente
no debe ser sometido a procedimientos quirirgicos o expuesto a radiacién. Por lo tanto
es importante determinar el valor predictivo positivo de un ensayo serologico para
deteccion de anticuerpos IgG tomando como estandar de oro la prueba ELISA para
deteccion de antigeno de Helicobacter pylori en muestras de heces, y establecer asi la

verdadera utilidad diagnéstica del ensayo serologico.




5.0BJETIVOS

Establecer el valor predictivo positivo de infeccion aguda del inmunoensayo
para la deteccion de anticuerpos contra Helicobacter pylori en suero.
Determinar la concordancia entre la prueba para la deteccion de anticuerpos en

suero y la prueba para deteccion de antigeno en heces.
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6. HIPOTESIS

El valor predictivo positivo de infeccion aguda del inmunoensayo para deteccion

de anticuerpos anti Helicobacter pylori en suero es mayor del 85%.




7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de Trabajo:
Pacientes de diferentes edades con sintomas gastrointestinales sin tratamiento

antibiotico, que acudieron a hacerse examenes a un laboratorio en un centro privado.

7.1.1 Muestra:
80 muestras de Sueros y 80 muestras de Heces de pacientes de diferentes
edades que presentaban sintomas gastrointestinales y que no estaban en tratamiento

antibidtico que acudieron a hacerse exdmenes a un laboratorio clinico privado.

7.2 Materiales:

7.2.1 Equipo:
1 Centrifuga
1 Refrigeradora
1 Lector de Pruebas ELISA

7.2.2 Materiales:
100 Guantes
100 Jeringas
1 Paquete de Algodon
1 Gal6n de Alcohol
100 curitas
100 Tubos de Hemolisis
1 Gradillas
100 Palillos de Madera
100 Recipientes plasticos
100 Tubos eppendorf de 1.5 ml.

7.2.3 Reactivos:
2 Juegos de reactivos comerciales para deteccion de Antigeno de
Helicobacter pylori en heces.
2 Juegos de reactivos comerciales para deteccion de Anticuerpos IgG

anti-Helicobacter pylori en suero.



7.3 Métodos:

7.3.1 Criterios de Inclusion:

A los pacientes se les interrogd acerca sintomas compatibles con infeccion por
Helicobacter pylori y si se encuentran en algun tratamiento antibidtico. A los que
presentaron por lo menos 2 sintomas y no estaban en tratamiento, se les explicd sobre
el trabajo de investigacion y se les pidié aceptaran ser incluidos voluntariamente
firmando el formulario (ver Anexos) como consentimiento. De cada paciente se
extrajeron Scc de sangre sin anticoagulante y se les solicitd una muestra de heces,
ademas de tomar sus datos personales.

La muestra de sangre se centrifugd a 3,000 rpm por 5 minutos y se separ6 el
suero el cual fue guardado en tubos eppendorf y congelé a -20° C hasta que se

completaron los 80 sueros. Las muestras de Heces se trabajaron conforme se recibian.
7.3.2 Método para el analisis de Antigeno de Helicobacter pylori en heces:

7.3.2.1 Preparacion de la Muestra:

a. Se dispensaron 200 pl de diluyente de muestra un tubo de ensayo
(12x75mm.).

b. Se tomo con el asa de siembra una porcion de muestra (en el ojal del ésa) si
las heces eran pastosas. Si eran liquidas se tomaban 100 pl con una pipeta
Pasteur desechable. Si eran sélidas, tan solo 5-6 mm.

c. Se dej6 la muestra, en el diluyente de 1a muestra y se mezcl6 en un vortex por

15 segundos cada uno de los tubos.

7.3.2.2 Proceso:

a. Se separd el numero de micro pocillos necesarios, uno por muestra mas uno
para el control positivo y otro para el negativo.

a. Se afiadieron 50 pl del sobrenadante de la mezcla diluida de cada muestra en
su respectivo pocillo.

c. Se dispensd una gota del control positivo (tapon amarillo) y del negativo
(tapon azul) en sus respectivos micro pocillos.

d. Se afiadi6é una gota del Enzima conjugado (tapén rojo) a cada pocillo y se
agité 30 segundos. Se tapd con el film adhesivo y se dejé incubar durante una

hora a temperatura ambiente (22-24°C).




e. Se hicieron S lavados con tampéan de lavado.

f. Se afadieror dos gote * Ve substiato (tapon ~zul) a cada pocillo y se incubaron
durante 10 minutos a ter.peratura ar_nbiente.

g. Se afiadié una gota de solucién de parada y se realiz6 una lectura con lector a
450 nm sin necesidad de blanco, los resultados positivos fueron los que tenian
absorbancia mayor de 0.130 y los negativos tenian absorbancia menor de 0,130

nm.

7.3.3 Método para el analisis de Anticuerpos de Helicobacter pylori en suero:

7.3.3.1 Preparacion de la Muestra:
a. Las muestras de suero se descongelaron y se agitaron, si presentaban turbidez

se centrifugaban..

7.3.3.2 Proceso:
Se prepararon los micrpozos necesarios para el analisis.
b. Las muestras clinicas, un recalibrador y un control se diluyeron con

diluyente de muestras (1:20) y se agregaron 100 ul de cada uno a los

micropozos.
a. Seincubaron a 37° C por 30 minutos
b. Sehicieron 7 lavados con solucién de lavado.
¢. Se afadieron 50 ul de conjugado y se incubd a 37° C por 20 minutos.
d. Se afiadieron 50 ul de solucién de sustrato y se incub6 a 37° C por 20

minutos.
e. Se afiadieron 50 ul de solucién de parada y se leyeron los micropozos en el

lector de Elisa a 450 nm.

7.4 Diseiio de la Investigacion:

7.4.1 Tipo de Estudio:

Estudio comparativo para determinacién del valor predictivo positivo para

infeccion activa del test para deteccion de anticuerpos IgG anti-Helicobacter pylori en

Sucro.
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7.4.2 Muestreo:
Se recolectaron 80 muestras de suero y 80 muestras de heces (tamaiio minimo
calculado) por cuota de pacientes de diferentes edades que presentaban al menos
2 sintomas compatibles (ver p.6) con la infeccién por Helicobacter pylori y no

estaban en tratamiento antibidtico.

7.4.3 Anailisis de Resultados:

Los resultados obtenidos se analizaron por medio de una tabla de dos por dos,
para determinar el valor predictivo positivo para infeccidon activa del método ELISA
para deteccion de anticuerpos IgG anti-Helicobacter pylori en suero, se utilizd como
estandar de oro la prueba ELISA para deteccion de antigeno de Helicobacter pylori en
heces por conveniencia. Por medio de esta tabla, también se determinaran otros indices

de la prueba en estudio como sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo.

La prueba de Kappa establecera la concordancia de los resultados obtenidos con

la prueba seroldgica con los resultados de la prueba en heces.
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8. RESULTADOS

El estudio fue realizado en el transcurso de los meses de junio a septiembre,
periodo en el cual se analizaron las muestras de suero y heces de 80 pacientes
comprendidos entre las edades de 3 a 80 afios, que asistieron a un laboratorio clinico
privado. '

Se obtuvo un total de 9 resultados positivos con la prueba de deteccion de
antigeno en heces, de los cuales el 66.67% corresponde a pacientes mayores de 30 afios.

Del total de pacientes analizados, se encontraron 3 pacientes en los que los
resultados de los anélisis realizados a ambas muestras fueron positivos, los cuales
fueron clasificados como pacientes enfermos y hubo 49 pacientes que mostraron
resultados negativos para los analisis de ambas muestras, siendo éstos considerados
como sanos. Hubo 6 pacientes cuyo resultado de la prueba para deteccion de antigeno
en heces fue positivo, mientras que el resultado de la prueba para deteccion de
anticuerpos IgG en suero fue negativo; estos pacientes también fueron clasificados
como enfermos. Por tiltimo, en 22 pacientes se obtuvo resultados negativos del analisis
de las muestras de heces y resultados positivos del analisis de las muestras de suero
quienes fueron considerados sanos.

Estos datos fueron ubicados en una tabla de dos por dos (ver anexo 2), en la que
se clasifican como sanos los pacientes con resultado negativo para la prueba de
deteccion de antigeno de H. pylori en heces y enfermos aquellos que presentaron un
resultado positivo para dicha prueba. Del anlisis estadistico de esta tabla se
desprenden los siguientes resultados que se aplican al ensayo ELISA para deteccion de
anticuerpos IgG anti-H. pylori en muestras de suero en comparacion con el

inmunoensayo para deteccion de antigeno de H. pylori en heces:

Valor Predictivo Positivo 52.3%.... .
Valor Predictivo Negativo 89%
Sensibilidad 33%
Especificidad 69%

Concordancia (Prueba de Kappa) 01%
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del estudio demuestran que el inmunoensayo para deteccién de
anticuerpos IgG anti-H. pylori en suero no es la prueba de eleccion para el diagnéstico
de infeccidn activa por esta bacteria, debido a que el valor predictivo positivo de esta
prueba es de 52.3 %, lo cual indica el porcentaje de resultados positivos de la prueba en
estudio que concuerdan con los resultados positivos obtenidos con la prueba utilizada
como estandar de oro. Sin embargo, mostr6 tener un valor predictivo negativo de 89 %,
lo cual indica que los resultados negativos obtenidos con este tipo de ensayos, tienen un
alto grado de confiabilidad y pueden ser de utilidad para descartar a H. pylori como
causante de infeccion.

Los valores de sensibilidad (33 %) y especificidad (69 %) encontrados para esta
prueba, en comparacion con el ensayo para deteccidén de antigeno, demuestran su bajo
valor en el diagnostico de infeccion activa y como apoyo en la toma de decisiones
médicas.

El resultado de que el 66.67% de los casos positivos obtenidos con la prueba de
deteccion de antigeno en heces corresponda a pacientes que son. mayores de 30 afios,
concuerda con los reportes de otros estudios realizados a nivel mundial (27).

Otro pardmetro utilizado para la evaluacion de la prueba para deteccién de
anticuerpos IgG anti-H. pylori en suero, fue el grado de concordancia de los resultados
obtenidos con dicha prueba, con los resultados que se obtuvieron con el ensayo para
deteccion de antigeno en heces (Prueba de Kappa). El valor resultante de este analisis
fue de 1 %, lo cual de acuerdo a los criterios de interpretacion de Landis y Koch (50) se
califica como una concordancia deficiente, lo cual respalda el hecho de que la prueba en
estudio no es 1til para el diagnostico de infeccion activa por H. pylori.

La prueba de deteccién de antigeno de H. pylori en heces fue tomada como
estandar de oro para los fines de este estudio en particular. Esto se tomo de esta forma
debido a que esta prueba es la alternativa de mas facil acceso para los laboratorios de
diagnédstico en Guatemala. Sin embargo requiere como minimo de un lector manual de
pruebas ELISA para su correcta interpretacion, siendo este hecho una limitante para el

montaje de esta prueba en la mayoria de laboratorios.




10.1

10.2

10.3

10. CONCLUSIONES

La prueba para deteccion d-e anticuerpos IgG anti-H. pylori no es de
utilidad en el diagnostico de infeccion aguda, ya que su valor predictivo

positivo es de 52.3%.

La prueba para detecciéon de anticuerpos IgG anti-H. pylori puede ser
utilizada para tamizaje de pacientes, ya que un resultado negativo
obtenido con esta prueba descarta la posibilidad de que el paciente haya

estado en contacto con la bacteria.

No hay concordancia entre los resultados obtenidos con la prueba para
deteccion de anticuerpos I1gG anti-H. pylori y los resultados obtenidos
con la prueba que detecta antigeno en heces.
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11.2

11.3

11. RECOMENDACIONES

Debe realizarse otro estudio a mayor escala, con el fin de obtener datos

mas representativos.

Si la finalidad de la evaluacion es establecer una infeccién activa, todo
resultado positivo obtenido con las pruebas seroldgicas, debe ser
confirmado por una prueba confirmatoria como la deteccién de .antigeno

en heces o la exhalacién de urea marcada con iso6topos de carbono,

Fl ensayo para deteccion de antigeno en heces, debe considerarse como
prueba de eleccidn para el diagnostico de infeccidn activa y seguimiento

de pacientes en tratamiento.
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CUFSTIONARIO
NOMBRE FECH A
EDAD NUMERO
INSTRUCCIONES: Marque con una X en-SI o NO segin sea el caso
1. Presenta dolor abdominal tipo ardoroso en la parte media SI NO
superior del abdomen
SI NO
2. Presenta nausea
. SI NO
3. Presenta VOomitos
SI NO
4. Presenta Agruras
5. Presenta dolor después de las comidas S NO
6. Ha tomado antibidticos en los ultimos 15 dias SI NO
7. Ha tomado antiacidos en los aitimos15 dias
SI NO

Acepto a participar en el estudio (f)
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ANEXO 2

TABLA DE RESULTADOS

&E@B\FEW[BISN\CB

POSTIVOS 3 22*

NEGATMCS| 6 49

Pacientes diagnosticados como verdaderos enfermos, ya que ambas pruebas
fueron positivas.

Pacientes diagnosticados falsamente enfermos, prueba de oro fue negativa y la
prueba en estudio fue positiva.

Pacientes diagnosticados falsamente sanos, prueba de oro fue positiva y la
prueba en estudio fue negativa.

Pacientes diagnosticados como verdaderos sanos, ya que ambas pruebas fueron
negativas.

* ok
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