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RESUMEN

Las pruebas de test de ureasa (Clotest), histologia, serolo-
gia, cultivo y PCR, son métodos diagnésticos dtiles para la identifica-
cién del Helicobacter Pylori. Son de alta sensibilidad y especificidad.
Obijetivo: Determinar la sensibilidad y especificidad del test de urea-
sa, histologia, serologia, cultivo y PCR, utilizando la histologia como
prueba estdndar. Materiales y Métodos: se realizé un estudio pros-
pectivo de 92 pacientes con dispepsia e indicacién de endoscopia
digestiva superior durante en periodo 2004 y 2005. Resultados: La
edad de los pacientes fue entre 14 y 85 afios siendo 30 pacientes
del sexo masculino y 62 del femenino. Los tipos de dispepsia fueron:
no ulcerosas en 71 pacientes (77%) y dispepsias ulcerosas en 21
pacientes (22,83%). Los hallazgos endoscépicos fueron: gastritis en
16 pacientes (17.39%), 28 pacientes con gastroduodenopatias
(30.43%), 1 paciente con duodenitis (1.09% y 26 pacientes con
otros hallazgos endoscépicos (28.26%). Se comparé test de ureasa
comercial con histologia resultando una sensibilidad del 58% y
sensibilidad en 50%. Se comparé serologia con histologia
resultando la sensibilidad en 89% y la especificidad en 96%. Los
resultados de histologia fueron 75% de positivos, test de ureasa
(55%), serologia (56%), cultivo 54% y PCR 41%. Conclusién: La his-
tologia y la serologia fueron superiores al test de ureasa en la iden-
tificacién del Helicobacter Pylori.

Palabras claves: Helicobacter Pylori, fest de ureasa, histologia, cultivo,
PCR y serologia.

SUMMARY

The Clotest, hostology and serology are methods available
for the detection of the Helicobacter Pylori infection. They have high
sensitivity and especificity. Obijetive: The aim of this study was to eva-
luate the sensitivity and especificity of Clotest, histology. Serology cul-
tive and PCR, using the histology as a gold standar. Patients and
methods: sixty patients evaluated in a prospective study between
2004 y 2005 with despeptic sysntoms and upper endoscopy indica-
tion en the University Hospital of Maracaibo. Results: the age old the
patients was between 14 and 85. Were males 30 and females 62.
The indications were: no ulces dispeptic in 71 patients (85%) and in
21 were dispeptic ulcers. The endoscopic finding included: 16
patients with gastritis (17.39%), 28 patients with gostroduodenitis
(30.43%), 1 patient with duodenitis (1.09%) in 26 patients with
others patologies (28.26%). Were compared Clotest with histology,
the sensitivity was (58%) and especificity (50%), and when they were
compared histology with serology the sensitivity was (89%) and espe-
cificity was (96%).

Conclusion: The histology and the serology were higher than Clotest
for the detection of the Helicobacter Pylori infection.
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INTRODUCCION

Los primeros informes acerca de la presencia del
Helicobacter Pylori en tejido gdstrico datan de 1896. Tal nocién
sufrié un vuelco total en los primeros afios de la década de los 80,
cuando los doctores Robin Warren y Barry J. Marshall, identificaron
en forma irrefutable, la presencia de una bacteria espiral en la
mucosa gdstrica. Estudios posteriores demostraron que dicho micro-
organismo, conocido hoy dia como Helicobacter pylori (H.P.), estaba
presente en mds del 80% de los pacientes con Ulcera géstrica o
duodenal. (1). El (H.P.) es una bacteria gran negativa de forma
espiral y flagelada que se halla con frecuencia en la capa mucosa
del epitelio géstrico. (1). También, se ha reportado la infeccién en el
epitelio metaplésico del duodeno, eséfago, mucosa géstrica ectépica
y ofros sitios del tracto gastrointestinal, incluyendo el diverticulo de
Meckel y el recto. (1,2).

En su transmisién se sefiala la participacién de la mosca
doméstica como transportador de la bacteria, la cual se puede
encontrar en las comidas contaminadas con heces. (1,2). También se
ha reportado la transmisién latrogénica en el momento de la
endoscopia. (3)

El hombre es el mayor reservorio natural. El ADN bacterial

ha sido aislado por Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) de la
boca, placa dental y saliva. (3, 43, 45)
La infeccién por el (H.P.) ocurre en todo el mundo. En los paises en
vias de desarrollo, esta infeccién se adquiere desde muy joven,
mientras que la prevalencia en los paises industrializados es mayor
en las personas de edad avanzada. (3) (4) (44)

Hay diferencias en prevalencia entre grupos raciales y
étnicos dentro de los Estados Unidos. Hispdnicos y Afro-américanos
tienen una seroprevalencia més alta de Helicobacter pylori que los
caucésicos posiblemente relacionados por diferencias socio-econémicas.

(3) (4) (39)

La prevalencia de la infeccién entre padres y hermanos de
los individuos afectados y entre los que viven en instituciones
plblicas es mayor en grupos no familiares y en individuos que no
conviven agrupados, lo que sugiere la transmisién oral o fecal del
organismo. (3,4, 39)

La infeccién es adquirida principalmente en la infancia y la
reinfeccién después del tratamiento exitoso es poco usual. La tasa de
infeccién aumenta con la edad, de manera que mientras alrededor
del 10% de los individuos menores de 30 afios estdn infectados, tal
cifra asciende a 60% en mayores de 60 afios. Segun los estimados
mds recientes, del 90 a 95% de los pacientes con ulcera duodenal y
del 60 a 70% con ulcera géstrica estan colonizados por el germen.

(3,4, 39)

Antes del descubrimiento del (H.P.) se pensaba que el
estémago era estéril. Se consideraba que los contenidos luminales
4cidos y la capa protectora representaban una barrera para la
supervivencia de bacterias. (3,4)

Pero resulta que este organismo posee novedosas
propiedades que le permiten sobrevivir en el estémago bajo la
secrecién de dcidos; la bacteria secreta grandes concentraciones de
la enzima ureasa. La ureasa es una enzima de elevado peso mole-
cular que causa descomposicién de la urea en amoniaco y bicarbo-
nato. El bicarbonato es absorbido en el forrente circulatorio y convertido
en bidxido de carbén, que es exhalado posteriormente. El amoniaco
producido por esta reaccién, le proporciona a la bacteria un micro-
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ambiente alcalino, protegiéndola del entorno écido, le permite pene-
trar la capa mucosal porque hidroliza y perturba la estructura de la
mucosa. Dado que tiene un efecto téxico directo sobre el epitelio
gdstrico por interferir con el dcido fricloroacético impide la normal
produccién de trifosfato de adenocina (ATP). (3,4). La eficiente
movilidad del (H.P) a través de la capa mucosal es vital, para su
supervivencia, esto se debe a la morfologia espiral y sus flagelos.
(4,5).

La capacidad de fijarse a las células géstricas epiteliales
puede determinar su patogenicidad. Todos los subtipos del (H.P.) tie-
nen el potencial de producir citotoxinas, pero solo aquellos que
producen la proteina CAGA que secrefan citotoxinas vacuolizantes
especificas. (5,6) tiene mayor virulencia y patogenecidad.

El (H.P.) juega un papel en la patogénesis de la
enfermedad ulcerosa péptica. Se reporta gastritis histolégica,
dispepsia no ulcerosa que es el grupo de sinfomas que usualmente
se originan en el tracto digestivo superior que incluyen dolor en
epigastrio o cuadrante superior derecho, saciedad temprana, gases
postpondrioles con o sin distensién, nauseas con o sin vémitos,
quemadura refroesternal y regurgitaciones, siendo esto un sintoma
comin en la poblacién general con una prevalencia entre un 13 al
41 por ciento. La dispepsia es una entidad frecuente, sin embargo,
solo el 10% consultan al médico y de estos solo el 22% es referida
a la consulta especializada, de los pacientes con dispepsia que son
llevados al estudio de endoscopia digestiva superior el 38% no se les
encuentra anormalidades endoscépicas. La prevalencia de la infec-
cién con (H.P.) varia segin la poblacién estudiada y va del 43 al
87%. En Venezuela se ha estimado una prevalencia del 50% para la
infeccién de (H.P.) en la dispepsia no ulcerosa. La dispepsia no ulce-
rosa es mucho més frecuente que la dispepsia ulcerosa.
Aproximadamente el 50% de los pacientes con dispepsia no ulcerosa
presentan el (H.P.) positivo, siendo mas frecuente en la dispepsia no
ulcerosa que la de tipo ulcerosa y reflujo, cuya prevalencia es del
80%. También se ha descrito asociado al (H.P) un tipo de linfoma
(tipo MALT) géstrico de bajo y alto grado de malignidad. (7-10, 37).

El pronéstico de la infeccién por (H.P.) presumiblemente
depende, de factores del huésped como: genéticos, respuesta inmune,
secrecién dcida, edad de la adquisicién y factores bacterianos
incluyendo aquellos que permitan colonizacién, persistencia de la
infeccién y virulencia. (7-10).

El empleo de las pruebas para diagnosticar el (H.P.) es de
vital importancia para el manejo de los pacientes. Hay una gran
variedad de pruebas: pruebas invasivas o endoscépicas y pruebas
no invasivas o no endoscépicas (50, 54). Todas las pruebas son
sensibles y especificas cuando se llevan a cabo apropiadamente,
pero la situacién clinica y el costo determinan el método apropiado
para el paciente. Las invasivas son basadas en la toma de tejidos
géstricos lo cual indica que el paciente debe tener una evaluacién
endoscépica e incluyen: test répido de ureasa, histologia, cultivo y
la reaccién en cadena de polimerasa (P.C.R.). Las pruebas no invasivas
incluyen los test serolégicos y las pruebas del aliento con carbono 13
y 14 marcado y el test de antigeno fecal que ya fue aprobado por

la FDA. (10,11, 46,51, 52, 53, 54)

El test rdpido de ureasa por biopsia desarrollado por
Marshall (Clotest) fue el primero comercialmente designado para la
deteccién del (H.P.). Hoy dia es un test ampliamente conocido y
utilizado. El (H.P.) hidroliza la urea contenida en el agar gel del test
por medio de la ureasa permitiendo la produccién de amonio, al
aumentar el (H.P.) se produce un cambio de color de amarillo a rojo.
Este test es interpretado a los 30 minutos y 3 horas de la muestra de
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mucosa gdstrica dentro del agar gel. (10-12). El test répido de ureasa
por biopsia es altamente sensible y especifico, pero puede ser
afectado por los inhibidores de la bomba de protones, antibiéticos
y preparaciones de bismuto. El nimero y tamafio de las biopsias
afectan los resultados tempranos, pero no las caracteristicas
operativas. Es el test endoscédpico de excelencia para diagnosticar
el (H.P.), sin embargo hay que tomar en cuenta el costo adicional de
la endoscopia. (10-12). La sensibilidad del test es del 90 %; sin
embargo puede variar de un estudio a otro incluso en la misma
institucién (13, 14, 38, 42). Dos estudios encontraron que la
sensibilidad a las 24 horas fue equivalente en diferentes tamafios de
biopsias (15, 16), pero en uno de los estudios el test de ureasa
comienza a hacerse positivo mds rdpidamente con una biopsia de
gran tamaiio. La especificidad del ureasa es excelente generalmente
entre el 95 al 100 %, pero cuando se lee a las 24 horas falsos
positivos infrecuentemente pueden ser encontrados. (15,16, 42). El
test de ureasa por biopsia ha reportado falsos negativos en Ulceras
sangrantes y los que reciben terapias con inhibidores de bomba de
protones, bloqueadores H2 de histamina, bismuto y antibiéticos (16-
18, 46, 48, 49). Otros test nuevos estdn comercialmente disponibles
en Estados Unidos que son: el (H.P.) Fast, similar a clotest utilizando
un indicador de pH diferente y el otro el Pylori Tek, la principal
ventaja es que se puede llevar a cabo su interpretacién en una hora.
Sin embargo, estudios simultédneos de los tres test se han realizado y
los resultados son comparables. (19, 20, 35)

El gold standard para el diagnéstico del (H.P.) es la deteccién
del organismo en biopsias gdstricas. (21)

La histologia ofrece la ventaja de diagnosticar y estudiar la
gastritis y detectar las lesiones tales como: cdncer y linfoma MALT.
La distribucién del (H.P.) en el estémago no es uniforme. Varias
biopsias de antro y cuerpo deben ser tomadas para el diagnéstico
con esta técnica (21,22). Genta y Cols han reportado sensibilidad
del 100 % para biopsias del dngulo del estomago (22). Una biopsia
simple del antro distal tiene una sensibilidad del 96 al 97 %,
mientras que una muestra simple del cuerpo gdstrico tiene una
sensibilidad de 91 al 94 % y las dos biopsias tienen una
sensibilidad del 100 %. (22, 36, 38, 40, 42)

La tincidén con Hematoxilina-Eosina es usualmente adecua-

da para detectar el (H.P.), pero puede aumentar su efectividad
usandose ofras tinciones especiales como Giemsa. La ausencia de
inflamacién en una biopsia antral hace que la infeccién por H. pylo-
ri sea remota y las tinciones especiales no estarian indicadas.
(23,24)
El cultivo para el (H.P.), es importante para manejar susceptibilidad
antibiética en individuos quienes les han fallado el tratamiento. El cul-
tivo no es necesario para diagnosticar primariamente la bacteria,
debido al potencial de falsos negativos por errores de la adquisicién
de las muestras, almacenaijes, transporte y tiempo para obtener los
resultados. Su sensibilidad se puede ver disminuida en pacientes con
terapias antisecretoras (42). No estd disponible en la mayoria de los
laboratorios clinicos. (24)

Reaccién en cadena de Polymerasa (PCR)

Los ensayos del PCR han demostrado ser sensibles y especificos para
la defencién del (H.P) sobre biopsias mucosales gdstricas. Sin
embargo, la diversidad de la organizacién genética del (H.P),
puede afectar la sensibilidad de la prueba. Existe incertidumbre
sobre la especificidad de algunas de las primeras moléculas usadas
en PCR. Por refinamiento y estandarizacién, el PCR puede ser
0til clinicamente para la deteccién de resistencia antibidtica. (24)
La serologia a través de la determinacién de los Titulos de
anticuerpos IgG-IgA tiene buena sensibilidad y moderada especifi-

cidad, es el test de eleccién cuando la endoscopia no esta clinica-
mente indicada. Una ventaja de la prueba es que es poco costosa;
es Util para confirmar el control de la infeccién, una vez que los
titulos de anticuerpos IgG bajan, después del tratamiento por
infeccién bacteriana.

Los test de sangre total basados en inmunoensayos séricos, ofrecen
resultados répidos a bajo costo, pero no son tan seguros como las
pruebas basadas en ELISA. Son menos sensibles que las pruebas
anteriormente mencionadas. (25, 26, 41).

Un reciente meta andlisis de once (11) kits de  ELISA y un kit de
aglutinacién de latex revelé que tenian una sensibilidad del 85% y
especificidad del 79% (27,28, 41). Estos test pueden dar falsos
positivos y falsos negativos para diagnosticar infeccién por el (H.P)
con frecuencia. (27-29)

En el diagnéstico en vitro, los anticuerpos especificos anti
(H.P.) no indican los titulos de anticuerpos en el espécimen.
Especimenes obtenidos para la deteccién temprana pueden no
contener niveles detectables de anticuerpos. Y si el resultado es
negativo y la infeccién se sigue sospechando una segunda muestra
debe ser obtenida y probada dos a siete semanas més tarde. Un
resultado positivo no distingue entre infeccién aguda y colonizacién
por (H.P.). Resultados positivos pueden ocurrir incluso si el paciente
no tiene sintomas tipicos. Si el test es negativo y la infeccién por
(H.P.) es sospechada otros test como histologia y cultivo deben ser rea-
lizados.

El test anti (H.P.) tiene una alta sensibilidad (97%) y especi-
ficidad (95%) cuando se compara con el ELISA. (29,30, 41)
El test del aliento con carbono marcado 13 y 14 depende de la ureasa
en la superficie celular bacteriana. Esta prueba es altamente sensible
y especifica, es la que mds se usa para confirmar erradicacién de la
bacteria, en el seguimiento del tratamiento. Se ha reportado que
medicaciones como inhibidores de la bomba de protones, algunos
antibidticos o compuestos de bismuto suprimen la actividad de la
bacteria, por tanto en individuos que ingieren esos medicamentos los
resultados de la prueba pueden estar alterados. Ademds es costosa
y ya estd disponible en nuestro medio (31)

Una variedad de otras pruebas para la deteccién del (H.P.)
han sido descritas. Estas incluyen: la deteccién de anticuerpos en la
orina, medicién de bicarbonato sérico marcado seguido de la
administracién de urea marcada con Carbono (C13) en la prueba
del aliento, mediciones de Carbono (C14) marcado en la oring,
mediciones de Nitrégeno (N15) y amonio marcado. Ninguno de
estos métodos se han estandarizados y estén comercialmente disponibles.
El test de ELISA de antigenos fecal ha aprobado por la Federacién
de Drogas Americanas (FDA) (32).

Es de vital importancia conocer las ventajas y desventajas
de los métodos utilizados para la identificacién del (H.P.), de manera
que se pueden emplear apropiadamente con determinada poblacién.

El principio bdsico es que tiene poco sentido someter al
paciente a la incomodidad y al costo de algunas de las pruebas si
el resultado en la identificacién de la bacteria es similar y no va ha
influenciar al tratamiento.

Debido a la importante asociacion del (H.P) con enfermedades
de tan alta prevalencia y mortalidad, como la dlcera Péptica y el linfoma
MALT, la deteccién de (H.P.) se ha convertido en prdctica cotidiana
en Gastroenterologia.

El (H.P.)) es de distribucién mundial, que la frecuencia de la
infeccién se incrementa en los paises subdesarrollados, en individuos
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de bajo nivel socio-econémico y estd asociado a condiciones
gastrointestinales frecuentes como la enfermedad ulcerosa péptica
y la gastritis. Nuestro pafs no escapa a esta realidad. En el Servicio
de Gastroenterologia del Hospital Universitario de Maracaibo acuden
un gran némero de pacientes infectados por esta bacteria, y en su
gran mayoria son pacientes de bajos recursos econémicos. Tomando
en cuenta la diversidad de métodos diagnésticos para detectar la
infeccién del (H.P.), es importante reconocer cual de ellos se ajusta a
nuestra realidad, y en base a la accesibilidad de las pruebas, y por
supuesto sensibilidad y especificidad se busca el costo beneficio con
el fin de brindarle a los pacientes el tratamiento adecuado.

El objetivo de este estudio fue determinar la sensibilidad y
especificidad de los test de ureasa répida (clotest), la serologia
(IgG), PCR y cultivo, utilizando la histologia como prueba esténdar
para la identificacién del (H.P.) en pacientes con dispepsia que asis-
tieron al Servicio de Gastroenterologia del Hospital Universitario de
Maracaibo en el periodo de Enero de 2004 a Enero de 2005.

MATERIALES Y METODOS.

En este estudio prospectivo fueron seleccionados 92 pacientes con
un rango de 14 a 85 afios y con una edad promedio de 45.858, de
ambos sexos 30 hombres y 42 mujeres con indicacién de endoscopia
digestiva superior que asistieron al Servicio de Gastroenterologia del
Hospital Universitario de Maracaibo desde Abril de 2004 hasta
Abril de 2005, con sintomas de dispepsia, denominandose dispepsia
al dolor abdominal episédico o persistente en el cuadrante superior
derecho o disconfort que se produce en el tracto digestivo superior o
proximal. Se incluyeron los pacientes con sintomas de dispepsia con
més de tres meses de duracién, llaméndose dispepsia ulcerosa los
que tenian sintomas de una ulcera (dolor epigdstrico, dolor nocturno
que despierta al paciente, dolor que mejora con las comidas o
antiécidos, dolor con patrén de mejorias y crisis) y no ulcerosa tipo
dismotilidad (llenura postpandrial, nauseas o vémitos, saciedad
temprana/anorexia, eructos y disconfort abdominal superior). Tipo
reflujo gastroesofdgico (pirosis y regurgitacién) y no especificos
cuando no existe ningin sinfoma predominante, sintomas que no
encajan en algunas de las categorias precedentes (33,34).

Se excluyeron aquellos pacientes que estaban recibiendo Aines (drogas
antiinflmatorias no esteroideas), inhibidores de bomba de protones,
bloqueadores H2 de histamina, antibiéticos o compuestos a base de
bismuto, asi como también los que presentaron hemorragia digestiva
superior.

Evaluacién Clinica

A todos los pacientes se les realizé una historia clinica
donde se analizaron variables como: nimero de historia, nombre y
apellido, direccién y teléfono, edad, sexo, antecedentes, sintomas,
enfermedades asociadas y diagnésticos endoscopicos.

Evaluacién Endoscépica.

A cada paciente en la sala de endoscopia se le realizé una
video gastroscopia previa sedacién endovenosa con midazolan y
aplicacién de anestesia local en la garganta; con un video endoscopio
marca Fuji o Pentax. Se tomaron cuatro muestras: una para la prueba
répida de ureasa (Clotest); una de antro géstrico, ofra de cuerpo géstrico
para la histologia y otra para el cultivo bacteriolégico. Esta Gltima
metodologia se aplicé Gnicamente a 32 pacientes de los 92
incluidos en el estudio.

Se tomé ademds muestra de sangre venosa para la detec-
cién de anticuerpos séricos de IgG y IgA especificos contra H. Pylori.
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METODOS INVASIVOS: Prueba Rdpida de Ureasa (CLOTEST)

Para la prueba répida de ureasa se colocé la primera muestra tomada
en una ldmina que contenia medio de urea y se observé a las 24
horas. La prueba se consideré positiva al observarse un cambio de
color naranja suave o rosado fucsia intenso, indicando desdoblamiento
de la urea con produccién de CO2 y amonio.

Las biopsias fueron tomadas de antro y cuerpo gdstrico
para la histologia. Fueron colocadas en solucién de formol al 10% y
transformadas a procesos estandar de preparacién, se incluyeron en
parafina para ser tefidas luego con giemsa.

CULTIVO BACTERIOLOGICO

La muestra de biopsia gdstrica destinada a cultivo bacteriolégico
se colocé en un tubo eppendorf conteniendo 0.5 ml de solucién
salina fisiolégica estéril como medio de transporte, y se envié al
laboratorio en un lapso no mayor de 4 horas para su procesamiento.
Una vez en el laboratorio, se realizé una fina diseccién de la biopsia
con una hojilla de bisturi sobre un vidrio de reloj estéril. Este preparado
se sembré en los medio de cultivo para aislamiento primario.

La muestra se cultivé en dos medios enriquecidos, uno
selectivo y uno no selectivo teniendo ambos como base Agar Brucilla
suplementado con sangre humana al 5%. Al medio selectivo se le
adicionaron 4 agentes antimicrobianos: vancomicina (10pg/ml),
trimetoprim  (5pg/ml), cefsulodin (5pg/ml) y anfotericina B
(10pg/ml). Ambos medios se incubaron en atmésfera microarofilica
himeda (5% de O2, 10% de CO2 y 85 de N2), utilizando jarras de
anaerobiosis y sobres generadores de gases (Campy Pak o
Anaerocult C), a una temperatura de 35°C. los cultivos se
inspeccionaron después de 3,5 y 7 dias.

La identificacién de los aislamientos se realizé en base a la
morfologia colonial y celular caracteristicas de H. Pylori, y pruebas
de oxidasa, catalasa y ureasa positivas.

DETECCION POR PCR
Extraccién de ADN

Las muestras biopsia para PCR se colocaron en 0.5 ml de
solucién salina fisiolégica estéril y se congelaron a -20°C hasta su
procesamiento. La digestién del tejido se efectus afiadiendo 50 pl de
Proteinasa K (100pg/ml) y 50 pl de buffer lisis (Tris-HCl 10mM, pH
8.1 + sarcosina al 0.1%) al tubo conteniendo la muestra, y calentando
en bafiote Maria a 65°C por dos horas. El ADN se exirajo mediante
tratamiento con 1 volumen de fenol; cloroformo; alcohol isoamilico
(25:24:1) y se realizé una segunda extraccién concloroformo.
Utilizando 1/10 volumen de acetato de amonio 10M y 2 volimenes
de etanol puro frio se logré precipitar el ADN.

Indicadores o Primers.

Se utilizaron *Primers” oligonucledtidos (estuche comercial
Diasorin) para amplificar especificamente un pequefio segmento de
410 pb, correspondiente al gen ureA de H. Pylori. La secuencia de
los primers es la siguiente:

Oligo AT: 5'-GCC AAT GGT AAA TTA GTT-3'

Oligo A2: 5'-CTC CTT AAT TGT TTT TAC-3'

Amplificacién por PCR

La amplificacién se realizé en un volumen de reaccién de 50 pl, con-
teniendo 10 pl del Ax, MgDN extraido de las muestras. La mezcla
de reaccién se preparé con buffer 10X, MgCl2 15 mM de cada deo-
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xinucleésido trisfosfato (dATP, dGTP, dTTP, y dCTP), 0.5 mM
decadaprimer y 2.5 U de Taq polimerasa. Se siguié el siguiente
programa de corrida: desnaturalizacién inicial 95°C x 15",
desnaturalizacion 94°C x 8", anillamiento 45°C x 15", extensién
72°C x 30" y extension final 72°C x 1'15". Se realizaron 30
ciclos de amplificacién. El producto amplificado se obtuvo
en el. Lapso de 1 hora.

Deteccién de Productos Amplificados

La deteccién del segmento gendémico amplificado por PCR,
especifico de H. Pylori se llevé a cabo mediante inmunoensayo
enzimdtico del DNA (GEN-ETI-KDELIA-DiaSorin), el cual se basa en
la hibridacién del ADN amplificado con una sonda de ADN de
simple cadena, la cual se encuentra fija a los pozos de una placa de
microtitulacién por una unién biotina-estreptavidina. El hibrido que
se forma entre la sonda y el ADN que se estd examinando, se detecta
utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén, anti ADN. Este
anticuerpo sélo reacciona con ADN de doble cadena y no con ADN
de simple cadena. El anticuerpo unido al hibrido se detecta
empleando un marcador enzimdtico (peréxido de hidrégeno +
tetrametibencidina como cromégeno).

Para la aplicacién del ensayo se siguieron las instrucciones
del fabricante. La sonda 5'-biotinilada de secuencia 5'-ATT GAC ATT
GGC GGT AAC-3' se unié covalentemente a las microplacas de
poliestireno, afiadiendo 100 pl de la solucién de la sonda
biotinilada a cada pozo. La placa se incubé por 18 horas a 4°C.|
Luego se enfriaron por 10 min. en un bafio de hielo.

A cada pozo se afiadieron 100 pl de buffer de hibridacién
y 20 pl de los productos amplificados por PCR. La hibridacién tuvo
lugar a 50°C por 1 hora 15 min. Posteriormente se lavaron los pozos
y se les agregé 100 pl del anticuerpo anti ADN de doble cadena.
Las placas se incubaron a temperatura amiente por 30 min., luego
se lavaron y se procedié a agregar 100 pl del frazador enzimdtico.

Se repiti6 la incubacién a temperatura por 30 min.
Finalmente, se agregé 100 plde cromégeno/sustrato. Después de 30
min. de incubacién a temperatura ambiente se detuvo la reaccién
con 200 pl de écido sulfirico, y se leyé la DO de cada pozo a 450
nm en un lector de micro ELISA. En el ensayo se empled un control
positivo (secuencia complementaria de la sonda 5'biotinilada), un
control negativo, y se corrié un blanco de reactivos.

La positividad de las muestras se determiné calculando un
valor cutoff, de la siguiente forma: DO control negativo + 0.150.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO (METODO NO INVASIVO)

Para la deteccién y la cuantificacién de inmunoglobulinas
de tipo IgG especificas contra el Helicobacter pylori en el suero de
pacientes, se llevé a cabo a 28 pacientes mediante el inmunoensayo
cromatogrdfico (hexagon H. Pylori) en suero o plasma siguiendo el
procedimiento descrito por el fabricante. Este test emplea una
combinacién de anticuerpos humanos monoclonales, conjugados,
proteinas altamente purificada de H. pylori fijada en la linea del test
y anticuerpos de IgG de ratén en la linea control. A través del lado
absorbente, el IgG humano se une con el anti IgG de ratén-conjugado
para formar una inmuno complejo. Esta unién con la proteina del H.
pylori en la linea del test produce una linea rojo violeta, si el
anticuerpo anti H. pylori estd presente en la muestra un exceso de
reaccién conjugada en la linea control con el anticuerpo IgG de
ratén, forma una segunda linea rojo violeta para demostrar la correcta

funcién de los reagentes.

Interpretacién de los resultados: la raya rojo violeta que
aparece en la parte superior de la ventana indica que el test fue rea-
lizado correctamente y un segunda linea rojo violeta aparece en la
parte baja de la ventana, resulta positivo indicando anticuerpos anti
H. pylori en la muestra.

A 32 pacientes se les realizé la serologia mediante la
deteccién y cuantificacién de inmunoglobulinas de tipo I1gG e IgA
especificas contra H. Pylori, en el suero de los pacientes y donantes,
se llevé a cabo mediante el inmunoensayo enzimdtico comercial
"Pyloriset" (Pyloriset EIAG y Pyloriset EIA-A. Orion Diagnostica),
siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante.

Este kit emplea antigenos purificados inactivos de H. Pylori,
y una anti-inmunoglobulina humana de cerdo (anti IgG o anti IgA
humana) conjugada a fosfatasa alcalina, para la deteccién del
complejo Ag-Ac. La lectura de la prueba se realizé en un lector de
micro ELISA, a una 2 de 405 nm.

Los resultados de las muestras y los titulos de anticuerpos se
calcularon por comparacién con las DO obtenidas para 4 calibradores
de fitulo conocido, con cuyos valores se construyé una gréfica en
papal semilogaritmico (DO vs titulo de anticuerpos). Se consideraron
positivas para anticuerpos de tipo IgG e IgA especificos de H. Pylori,
las muestras cuyos titulos fueran @ 300 y 2 250, respectivamente.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Para hallar la sensibilidad y especificidad se calcularon por una
tabla clasica de dos por dos. La tabla de dos por dos es completada
por los resultados de los tests verdaderos positivos (positivo cuando
la enfermedad estd presente), resultados de tests falsos positivos
(positivos cuando la enfermedad estd ausente), resultados de tests
verdaderos negativos (negativos cuando la enfermedad estd ausente)
y falsos negativos (negativos cuando la enfermedad estd presente).

Se utilizaron las siguientes formulas para identificar la sensibilidad
y la especificidad

E= VN

VP: verdadero positivos S=_VP v
FN+VP

VN Lverdaderos negativos FN+VP
FN Lfdlsos negativos
FP Lfalsos positivos

La sensibilidad es el porcentaje de pacientes con la enfer-
medad en quienes los resultados de los tests son positivos. Y la
especificidad es el porcentaje de pacientes sin enfermedad en quie-
nes los test son negativos.

RESULTADOS

La tabla N° 1 muestra las caracteristicas generales de los pacientes
sometidos a endoscopia superior.

La edad de los pacientes fue entre 14 y 85 afios. Siendo 30 pacien-
tes (33%) del sexo masculino y 40 (67%) del sexo femenino.

TABLA N° 1

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES CON DISPEPSIA
SOMETIDOS A ENDOSCOPIA SUPERIOR

RANGO: 14 - 85 Afos
EDAD PROMEDIO 45,8 Anos
SEXO: Masculino 30 (33%)

Femenino 62 (67%)
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La tabla N° 2 muestra la relacién de los hallazgos endoscopicos y
los tipos de dispepsia. En 71 pacientes (77%) fueron dispepsias no
ulcerosas que correspondieron a 16 pacientes con gastritis
(17.39%), 28 con gastroduodenitis y duodenopatias  (30.43%), 1
paciente con duodenitis (1.09%) y 26 pacientes (28.26%) con otras
patologias. En relacién a las dispepsias ulcerosas fueron21
pacientes ubicadas en duodeno (22,83%).

TABLA N° 2

RELACION ENTRE HALLAZGOS
ENDOSCOPICOS Y TIPOS DE DISPEPSIAS

DIAGNOSTICO .
ENDOSCOPICO n %
Dispepsias No
Ulcerosas
Gastritis 16 17,39
Gastroduodenitis 28 30,43
Duodenitis 1 1,09
Ofras 26 22,83
Dispepsias Ulcerosas
(Gdstrica y Duodenales)
Ulceras 21
TOTAL 92 100,00

En la tabla 3 se expresaron los resultados de clotest , comparando
este con la histologia en una tabla 2x2. Para clotest fueron 92

pacientes analizados de los cuales 36 fueron verdaderos positivos,
15 falsos positivos, 26 falsos negativos y 15 verdaderos negativos.

La sensibilidad fue del 58% vy la especificidad del 50%.

TABLA N° 3

PRUEBA DE TEST DE UREASA (CLOTEST)
PARA DETERMINAR EN FORMA RAPIDA EL (H.P|

HELICOBACTER HELICOBACTER

PRESENTE AUSENTE
TEST POSITIVO 36 15
VP FP
15
TEST NEGATIVO 26
FN VN
VP / VP + FN] =
SENSIBILDAD 36/ (36 + 26) =
58%
VN/ VN« P =
ESPECIFICIDAD: 15 /(15 + 15) =
50%

VP :  Verdadero Positivo
GRS Falso Positivo

FN:  Falso Negativo

VN:  Verdadero Negativo

En la tabla N° 4 se analizaron los resultados de serologia, se com-
paré la serologia con la histologia en una tabla 2x2. Para la serolo-
gia la muestra fue de 60 pacientes. Con 33 verdaderos positivos, 1
falso positivo, 22 verdaderos negativos y 4 falsos negativos.
Resultando la sensibilidad en un 89% y la especificidad en un 96%.
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TABLA N° 4
METODO SEROLOGICO PARA DETERMINAR (H.P)

HELICOBACTER HELICOBACTER

PRESENTE AUSENTE
TEST POSITIVO 33 1
VP FP
4 22
TEST NEGATIVO
FN VN
VP / VP + FN) =
SENSIBILDAD 33 /(33 + 4) -
89%
VN / (VN + FP) =
ESPECIFICIDAD: 22 /(22 + 1) =
96%

VP :  Verdadero Positivo
FP: Falso Positivo

FN:  Falso Negativo

VN:  Verdadero Negativo

En la tabla N° 5 se analizaron los resultados de el cultivo, la mues-
tra de de 31 pacientes. Con 14 verdaderos positivos, 3 falsos positi-
vos, 13 verdaderos negativos y 1 falso negativo. Resultando la sen-
sibilidad en un 93% vy la especificidad en un 81%.

TABLA N° 5

METODO CULTIVO PARA DETERMINAR [H.P)

HELICOBACTER HELICOBACTER

PRESENTE AUSENTE
TEST POSITIVO 14 3
VP FP
1 13
TEST NEGATIVO
FN VN
VP / (VP + FN] =
SENSBILIDAD 14 /(14 +1) =
93%
VN / (VN + FP) =
ESPECIFICIDAD: 13 /(13 + 3) =
81%

VP :  Verdadero Positivo
P Falso Positivo
FN:  Falso Negativo

VN:  Verdadero Negativo
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En la tabla N° 6 se analizaron los resultados del PCR. La
muestra fue de 31 pacientes. Con 7 verdaderos positivos, 6 falsos
positivos, 13 verdaderos negativos y 5 falsos negativos. Resultando

una sensibilidad del 58% y una especificidad del 68%.

TABLA N° 6

METODO PCR PARA DETERMINAR (H.P)

HELICOBACTER HELICOBACTER

PRESENTE AUSENTE
TEST POSITIVO 7 6
VP FP
5 13
TEST NEGATIVO
FN VN
VP / (VP + IN] =
SENSBIUDAD 7 /(7 +5) =
58%
VN / (VN + FP) =
ESPECIFICIDAD: 13 /(13 + 6) =
68%

VP :  Verdadero Positivo
FP: Falso Positivo

FN:  Falso Negativo

VN:  Verdadero Negativo

En el gréfico se relacionaron los resultados de las pruebas
de clotest, histologia, serologia, cultivo y PCR de los pacientes. Para
clotest de los 92 pacientes fueron (55%) positivos. La histologia de
antro y de cuerpo fueron 60 pacientes (75%) positivos. Para la
serologia de los 60 pacientes analizados fueron (42%) positivos,
para el cultivo fueron (55%) positivos y para el PCR fueron
(42%) positivos.

GR FICO

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HISTOLOG A(n=60),
CLOTEST(n=92), SEROLOG A(n=60),
CULTIVO(n=31) Y PCR(n=31)

Valor Absoluto

Porcentajes

DISCUSION

Durante un periodo de 12 meses de estudio, se evaluaron
noventa y dos pacientes que consultaron al Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Universitario de Maracaibo. El rango
de edad oscilé entre 14 y 85 afios, con una tendencia hacia las
edades mds altas a la media tal como se ha reportado en la literatura
(3,4). En relacién al sexo correspondié al femenino el mayor porcentaje
enel 67.

Se relacionaron los hallazgos endoscépicos con las dispepsias,
que correspondieron el 30,43% a las gastroduodenitis, seguido del
28,26% por otras que incluyeron: hernias del hiato, esofagitis peptica,
eséfago de Barrets y estudio normal. En relacién a las dispepsias las
més frecuentes fueron las no ulcerosas con un 77% y las ulcerosas
correspondieron a un 23%. Esto concuerda con lo descrito en la
literatura mundial, se dice que el (H.P) causa gastritis crénica y
estd relacionado con las dispepsias no ulcerosas asi como la
enfermedad géstrica, duodenal y el carcinoma géstrico. (7-9).

El empleo apropiado de las pruebas para diagnosticar el
H. pylori tiene vital importancia para el manejo de los pacientes, y
asf ofrecer el tratamiento para la infeccién. Las caracteristicas de los
test son usualmente expresados en términos de sensibilidad y
especificidad. En este estudio prospectivo se comparé la
sensibilidad y especificidad del clotest, histologia, serologia, cultivo
y PCR para la identificacién del (H.P.) en nuestro medio. Cuando se
compard el clotest con la histologia la sensibilidad fue del 58% y la
especificidad fue del 50%. La literatura sefiala que la sensibilidad
del clotest es del 90% vy la especificidad del 95% (13-16).

En pacientes con clotest negativo la mucosa es usualmente
normal en un 90% de los casos, aunque en un 5 a 10% pueden tener
un bajo grado de infeccién no detectado por el clotest (31,32). Estos
valores pueden ser afectados por los inhibidores de bombas de
protones como antibidticos, antiinflamatorios, bloqueadores H2
de histamina y ofros. Aunque en este estudios se excluyeron los
pacientes que estaban tomando dichas medicaciones algunos de
ellos probablemente las tomaron un mes antes del estudio. La
sensibilidad y la especificidad de la prueba rdpida de ureasa estén
interrelacionadas y dependen del tiempo de lectura de la prueba. La
sensibilidad de esta prueba también depende del nimero de bacterias
presentes en la muestra, pudiendo encontrarse falsos negativos cuando
hay pocas bacterias. Algunos autores recomiendan usar dos fragmentos
de biopsias en incubacién a 37° C para aumentar la sensibilidad de
la prueba. (31,32). Probablemente los resultados de clotest en este
estudio sean debido a que la lectura fue realizada a las 24 horas de
tomadas las muestras y que solo se tomé un sélo fragmento de
biopsia de antro.

En un trabajo realizado por Guelrud y Cols. (1989) en
Venezuela, compararon la prueba de ureasa (Clotest) con la
histolog i a eneldiagnésticode (H.P), susresuliados
fueron: clotest fue positivo en un 30% y la biopsia fue positivo en
un 65%. Todos los pacientes tuvieron gastritis crénica (35).

Cuando se comparé la histologia con la serologia |a

sensibilidad de ésta Gltima fue del 89% vy la especificidad
del 96%, en relacién a lo que estd descrito la sensibilidad es 85% y
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la especificidad es 79% (25-27). Estos resultados concuerdan
con lo que dice la literatura.

En un trabajo de la poblacién japonesa realizado Kikuchi
y Cols. (2000) Ellos compararon el diagnostico para la identificacién
del por varios kits serolégicos, mostraron en sus trabajos que estos
test serolégicos son altamente sensibles y especificos comparables a
los reportados en la poblacién occidental, pero hay resuliados infermedios
en estos test en el rango del 5.3% al 23% y concluyen que su
utilidad estd limitada en sus pacientes debido al gran ndmero
de resultados intermedios (36).

En relacién a la histologia sesenta pacientes (75%) tuvieron
la prueba positiva, es decir tenian la bacteria en las muestras de
biopsias tomadas de estémago. Se tomaron muestras de antro y
cuerpo gdstrico, se realizaron tinciones con Giemsa que es una de
las tinciones especiales para la identificacién del (H.P.) en el tejido
géstrico. El porcentaje de biopsias positivas en este estudio coincide
con lo que estd escrito en la literatura (21,22).

En un trabajo realizado por Pifiero y Cols. (1989) en
Venezuela sobre la frecuencia del (H.P.) en venezolanos sanos y
asintomdticos, compararon 21 sujetos para la prueba de ureasa,
histologia yculivo, encontrando que las biopsias o
histologias tuvieron una sensibilidad del 76% (37,38).

la pregunta del manejo del costo-beneficio para los
pacientes con dispepsia parece hasta el momento no estar resuelto.
Sin embargo, las evidencias sugieren obtener la decisién del andlisis
que indica la terapia antimicrobial y terapia antisecretora para
pacientes que tienen infeccién por H. P. por medio de test no invasivos,
puede ser el manejo preferido.

En un trabajo realizado por Valenzuela y Cols. en una
revisién sobre (H. P.) la revolucién bacteriolégica en donde el autor
dice que el método més comin para diagnosticar la infeccién es el
test de ureasa de las biopsias gdstricas; y que la determinacién de
los niveles en suero de IgG debe llevarse a cabo en estudios de gran
poblacién de pacientes donde hay alta incidencia de la bacteria.

(40).

El cultivo reporté una alta sensibilidad del 93% vy
especificidad del 81% que concuerda con lo dicho en la
literatura. Y el PCR reporté una mediana sensibilidad del 58% y una
especificidad del 68%

La histologia y la serologia son superiores al clotest segin
los resultados obtenidos en éste estudio, y pudieran ser mds
beneficiosas; ya que la serologia es una prueba que es répida y
econdémica; y la histologia aunque requiere de personal entrenado
y del costo de la endoscopia superior, al final la combinacién de
ambas presentan mas ventajas por cuanfo permite conocer con
mayor exactitud la existencia de la bacteria, lo cual conlleva a su
erradicacién 'y menor probabilidad de reinfeccién, por lo tanto
disminuye el nimero de consultas al especialista, el nimero de
suspensiones laborales por ésta patologia y las hospitalizaciones por
complicaciones de la dlcera péptica igualmente se reducen.
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CONCLUSIONES

El empleo de las pruebas para identificar el (H.P.) es de
vital importancia para el manejo de los pacientes. Hay una gran
variedad de pruebas invasivas y no invasivas para su identificacién.
En nuestro estudio se realizaron pruebas invasivas a través de la
endoscopia como el test de ureasa (clotest), histologia, cultivo y PCR;
y las no invasivas como la serologia para el manejo del costo-
beneficio de los pacientes. Resultando el test de ureasa
medianamente sensible y especifica y la serologia sensible y
altamente especifica al compararla con el patrén estandar que es la
histologia que resulté significativamente alta. Observamos que la
histologia y la serologia fueron superiores al clotest para la
identificacién del (H.P.). Y se sugiere su utilizacién pora
brindar mayor beneficio para el paciente y reduce el costo social.

RECOMENDACIONES

1.Al redlizar los estudios diagnésticos para determinar el H. P. debemos asegurarnos que los
pacientes no hayan ingerido medicamentos antes de los procedimientos que puedan alterar los
resultados.

2.Utilizar método basado en Elisa, que es més seguro y sensible para la serologia.

3.Utilizar la histologia y asociarla con uno o dos métodos, preferiblemente no invasivos para
determinar (H.P.), para mayor seguridad y costo-beneficio de los pacientes.

4.Establecer pautas y elaborar algoritmos para el manejo de los pacientes con dispepsia y (H.P.)
presente.
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