Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2017;36(4)1-12.

ARTICULO ORIGINAL

Diagnostico serologico de Helicobacter pylori en pacientes con sintomas digestivos

Amilcar Duquesne Alderete !, Rafael Llanes Caballero 2, Onelkis Feliciano
Sarmiento ?, Rosabel Falcon Marquez *.

1. Especialista de | Grado en Medicina General Integral y en Microbiologia.
Master en Educacion Médica Superior y en Bacteriologia Micologia. Profesor
Auxiliar. Hospital Ortopédico Docente “ Fructuoso Rodriguez . Calle Nueva
Edificio 10, apto 5, entre 38 y Ave Bosque. Reparto Nuevo Vedado. Municipio
Plaza de La Revolucién. La Habana. Codigo Postal 10600. Teléf.: 8836655.
Movil 53249870. E-mail: alduque@infomed.sld.cu

2. Especialista de Segundo Grado en Microbiologia. Master en Bacteriologia-
Micologia. Profesor Auxiliar. Investigador Auxiliar. IPK.

3. Licenciada en Bioquimica. Master en Bacteriologia- Micologia. Profesor
Instructor. Investigador Agregado. IPK

4. Licenciada en Bioquimica. Doctora en Ciencias de la Salud. Profesor Auxiliar.
Investigador Auxiliar. IPK

RESUMEN

Introduccion: Debido a la importancia clinica que reviste la infeccion por Helicobacter
pylori, las investigaciones se han enfocado a la busqueda de métodos de diagnostico
menos invasivos como es el caso de la serologia.

Objetivo: Evaluar la serologia como método diagndstico de la infeccion por
Helicobacter pylori en pacientes de la Atencion Primaria de Salud con sintomas
digestivos.

Meétodos: Estudio descriptivo en el Policlinico 19 de Abril y el IPK entre el 2012 y el
2016 en 92 adultos con sintomas digestivos a los cuales se les realizo una endoscopia
con tres tomas de ponche de biopsia para test de ureasa, histopatologia y cultivo de
Helicobacter pylori. Se les extrajo sangre venosa para la aplicacion de un sistema
serologico ELISA comercial.

Resultados: Se observé positividad del sistema ELISA en 28,3% de los casos negativos
a Helicobacter pylori y en 33,3% de los pacientes con lesiones gastricas malignas y
premalignas. La sensibilidad mostrada por el sistema serologico evaluado fue elevada
(97,83%), mientras que su especificidad fue baja (63,04%).

Conclusiones: Se recomienda la serologia para el diagnostico de Helicobacter pylori en
aquellos casos con lesiones gastricas en los que el microorganismo no pueda ser hallado
por los métodos convencionales.

Palabras clave: Helicobacter pylori, serologia, Paciente Helicobacter pylori positivo,
Paciente Helicobacter pylori negativo.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es reconocido como el patdégeno bacteriano mas comin
asociado a la gastritis cronica y a la tlcera péptica en los humanos 2. Esta bacteria esta
considerada como agente carcindgeno clase I, dada su estrecha asociacion con el
adenocarcinoma gastrico y el linfoma de mucosa gastrica (Mucosa associated lymphoid
tissue) (MALT) >4,

La prevalencia de la infeccion varia con el nivel socioeconémico de la poblacion, siendo
muy elevada en Africa, Asia y zonas de centro y sur América, pero relativamente baja
en el Norte y Oeste de Europa, Norteamérica y Australia > . Desde 1994 se conoce la
relacion existente entre la infeccion por H. pylori con la edad, sexo, nivel
socioecondémico, hacinamiento, inmigracion y antecedentes familiares de patologia
gastroduodenal > ©,

Debido a la importancia clinica que reviste la infeccion por este microorganismo, las
investigaciones se han enfocado a la busqueda de métodos de diagnostico mas
eficientes. Para establecer el diagnostico microbiolégico de la infeccion por H. pylori se
utilizan pruebas invasivas (prueba rapida de la ureasa, histologia y cultivo) y no
invasivas (deteccidn de: anticuerpos en suero frente a antigenos de H. pylori, antigenos
bacterianos y CO2 en el aliento) * atendiendo al requerimiento o no de endoscopia.
Ambos métodos tienen similares valores de sensibilidad y especificidad °, los no
invasivos son particularmente importantes, por ser menos costosos para el diagndstico
preliminar de la infeccidn por la bacteria sobre todo los estudios de seroprevalencia.

Las pruebas no invasivas son también recomendadas para los nifios; sobre todo en
paises en vias de desarrollo, reservandose su uso para seguimiento de pacientes e
investigaciones puntuales® ’.

En Cuba, el diagndstico se realiza generalmente por métodos invasivos. La obtencion de
biopsias de la mucosa gastrica permite realizar diversas pruebas diagnosticas entre las
que se encuentra el estudio histopatoldgico que tiene como ventaja la observacion de las
caracteristicas de la mucosa 2+ ®,

El diagndstico serolégico, como una de las herramientas diagnosticas en la
determinacion de la infeccién por H. pylori, no ha sido evaluado exhaustivamente.
Algunos estudios realizados en Cuba por investigadores del Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas (CNIC) y del Instituto de Endocrinologia, han empleado
varios sistemas comerciales para el diagndstico seroldgico de la infeccion & 0. Hasta
estos momentos no se ha determinado la seroprevalencia de la infeccion por H. pylori
en Cuba, tampoco hay reportes en los cuales se utilice el diagndstico serolégico en la
Atencion Primaria de Salud (APS).

En Cuba y en muchos paises, no existen estudios de prevalencia de enfermedades del
tracto digestivo superior, los reportes generalmente se refieren a la frecuencia de estas
enfermedades en serie de casos en endoscopias generalmente hospitalarias, las cuales no
son representativas de lo que realmente ocurre en la poblacion en general. En tales
estudios las enfermedades mas cominmente encontradas son gastritis, Ulcera péptica
(duodenal y gastrica), hernia hiatal y cancer gastrico 1%,
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La disponibilidad de la endoscopia en las facilidades de Atencién Primaria de Salud
(APS) brinda un mayor acceso de la poblacion a dicho servicio y permite diagndsticos
mas tempranos de enfermedades del tracto digestivo . La literatura internacional
contiene alguna evidencia del diagnostico endoscopico en la APS, por ejemplo, en los
Estados Unidos y en el Reino Unido, donde la mayoria de los procedimientos se hacen
por iniciativas de los médicos en el sector pablico, pero no como un programa
integrador 17-2°, A este respecto, la experiencia cubana aparece como Unica.

A inicios del siglo XXI, se introducen cambios criticos en la salud pablica en Cuba y de
particular interés son los cambios en la APS, donde se introducen nuevas tecnologias
para hacer los procederes diagnosticos mas accesibles como es el caso de la endoscopia
18 Independientemente de esto, reactivos como la ureasa, que harian mas fécil el
diagnostico de la infeccion por H. pylori en la APS aun faltan en este importante nivel
de salud.

En toda la literatura revisada solo se encuentra el reporte un trabajo conducido por el
Dr. Galban y colaboradores 2%, del Instituto de Gastroenterologia de La Habana, donde
incluyeron 3556 pacientes que se realizaron endoscopias en 22 servicios de endoscopia
en Policlinicos de 15 municipios de La Habana de Mayo a Noviembre del 2007. Esta
investigacion tiene como objetivo describir la prevalencia de las principales
enfermedades del tracto digestivo superior y sus principales factores de riesgo en
pacientes vistos en facilidades de la APS en La Habana. El diagndstico de la infeccién
por H. pylori fue realizado a través del test de Ureasa solamente.

Todo lo anteriormente expuesto motivo al autor a realizar la presente investigacion que
pretende evaluar la serologia en pacientes adultos con sintomatologia digestiva que
pertenecen a la APS, nivel de atencidn que recibe 90% de los pacientes en Cuba y que
constituye el eslabon fundamental del Sistema de Atencion Pablica Cubano.

METODOS

Se realizé un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal en el Policlinico
Universitario 19 de Abril en coordinacién con el Instituto Pedro Kouri (IPK), para
evaluar el desempefio de un ELISA comercial de diagnostico seroldgico de la infeccion
por H. pylori en adultos mayores de 18 afios con sintomatologia digestiva que acudieron
a dicha area de atencion de salud a realizarse endoscopia del tracto digestivo superior.
El periodo de estudio estuvo comprendido entre los meses de Noviembre de 2012 y
mayo de 2016. La poblacién objeto de estudio estuvo constituida por 92 pacientes (46
H. pylori positivos y 46 H. pylori negativos).

Estudio endoscépico de la via digestiva superior

Se realizd6 en el Departamento de Endoscopia del Policlinico 19 de Abril con
fibroendoscopio adulto Olympus GIF P30, luego de aplicar lidocaina a 2% en la
orofaringe. Se tomaron 3 ponches de biopsia a nivel del antro pilérico, para garantizar la
compatibilidad de los resultados de la Prueba Rapida de Ureasa (PRU) la histopatologia
y el cultivo %2,
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Prueba rapida de la ureasa (PRU)

Se realizé también en el Departamento de Endoscopia del Policlinico 19 de Abril y se
empled para la misma uno de los ponches de biopsia de mucosa gastrica. Se procedio
segun las normas y procedimientos del Laboratorio Nacional de Referencia —IPK (LNR-
IPK). Esta muestra fue tomada por el médico endoscopista con la Licenciada en
enfermeria asistente. EI médico microbidlogo se encargd de la interpretacion de los

resultados que estuvo en las primeras 4 horas posteriores a la inoculacion del medio 2
24

Estudio histopatoldgico

Las biopsias fueron analizadas en el Departamento de Anatomia Patoldgica del Instituto
de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK). Se estudio una muestra de mucosa gastrica,
que fue transportada a este departamento en frascos ambar de 2 mL con solucién de
formol neutro tamponado a 10%. Las muestras fueron incluidas en bloques de parafina
y posteriormente coloreadas con hematoxilina-eosina 2.

Cultivo

El fragmento de biopsia restante se envié al LNR-IPK en un medio de transporte
especifico para H. pylori (Portagerm pylori [PORT-PYL]), BioMerieux, para realizar el
cultivo en las siguientes 24 horas de inoculada la muestra de biopsia ?°. La muestra se
sembré en medio de Agar Columbia (BIOCEN), suplementado con 10% de sangre de
carnero, 1% de suero fetal bovino (GIBCO) y suplemento inhibidor DENT (OXOID)
(VCNT) y suplemento vitaminico DENT (OXOID) (Vitox). Las placas se incubaron a
37° C en jarras de 2,5 L (OXOID) en atmésfera de microaerofilia con un 5% de Og,
10% de CO2 y 85% de N (sobres Campy Packs, OXOID), durante 3-5 dias %°.

La identificacion morfoldgica de las colonias se realizé mediante la coloracion de Gram
(Bacilos Gram negativos) y las pruebas bioguimicas oxidasa, catalasa y ureasa
(Positivas) 2. El cultivo puro del microorganismo se conservé en caldo cerebro corazon
mas glicerol a 20% a -70°C. Como controles positivo y negativo del medio de cultivo y
de las pruebas de identificacion se emplearon las cepas de referencia de H. pylori ATCC
43504 y Escherichia coli ATCC 25922, respectivamente.

Diagnostico de H. pylori
Se consideré paciente H. pylori positivo aquel paciente con histopatologia positiva,
PRU positivo y cultivo positivo. Se considerd igualmente positivo aquel paciente con

histopatologia positiva y PRU positivo.

Se consideré paciente H. pylori negativo aquel paciente con histopatologia, PRU vy
cultivos negativos.

Serologia
Se realizd en LNR-IPK a partir del suero procesado en el Laboratorio Clinico del
Policlinico 19 de Abril conservado a -20C. Se utilizé para el diagndstico un sistema

ELISA comercial de la IBL INTERNATIONAL ?’ siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial que permitid la determinacion cualitativa y cuantitativa de IgM, IgG e

4
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IgA anti H. pylori. Para la determinacién seroldgica se conformaron dos grupos de
estudio de 46 pacientes cada uno. Un primer grupo formado por 46 pacientes positivos
(casos) un segundo grupo integrado por 46 pacientes negativos (controles) en los que la
bacteria no fue encontrada en ninguno de los métodos diagnosticos anteriormente
mencionados.

En dependencia del resultado se clasifico en: positivo, dudoso y negativo segun el valor
de corte establecido por el sistema para la cuantificacion de cada inmunoglobulina.
(Tabla 1)

Tipo de determinacion | Negativo Dudoso Positivo
Cualitativa <0,8 0,8-1,2 >1,2
Cuantitativa <8 U/mL | 8-12U/mL | >12 U/mL

Plan de andlisis estadistico

El procesamiento de la informacion se realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS
para Windows version 11. 5. Con la ayuda del programa Epidat 3.0 se calcularon las
frecuencias absolutas y los porcentajes.

Para evaluar de desempeiio del ELISA comercial serolégico se utilizaron los
indicadores (Sensibilidad, Especificidad, Valor Predictivo Positivo, Valor Predictivo
Negativo, Razon de Verosimilitud Positiva y Razon de Verosimilitud Negativa, indice
de Youden e indice de Kappa) para los cuales se utilizé un nivel de significacion de
0,05 con 95% de intervalo de confianza.

Consideraciones éticas

La investigacion se realizo teniendo en cuenta las normas de Helsinki cumpliendo con
los principios éticos de la no maleficencia, la justicia y respetando la autonomia del
paciente.

El protocolo de la investigacion fue aprobado por la Comision Cientifica del Policlinico
19 de Abril en Noviembre del 2012 y por la Comision Cientifica y de Etica del Dpto.
Bacteriologia- Micologia del IPK (CEI-IPK 07-13).

Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo y manipulacion
de microorganismos y muestras segin los niveles de riesgo establecidos por la
Comision Nacional de Seguridad Bioldgica en la Resolucion 38/2006 .

Para el trabajo en el laboratorio se tuvieron en cuenta las practicas y procedimientos y
los equipos de seguridad que corresponden al nivel de seguridad bioldgica Il, segun
establece la Resolucion Nro. 103 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio
Ambiente (CITMA), de fecha 8 de octubre de 2002 (Resolucion N° 38, 2002). H.
pylori esta incluido entre los agentes biologicos que afectan al hombre, en el grupo de
riesgo Il, segun establece la Resolucion Nro. 38 del mismo organismo, del 24 de
marzo de 2006, por lo que representa un riesgo individual moderado y comunitario
limitado 2°.
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RESULTADOS

Tabla 2. Resultados de la serologia por tipos de inmunoglobulinas en pacientes
infectados o no por H. pylori. (n=92).

La tabla 2 muestra los resultados de la serologia en los diferentes tipos de
inmunoglobulinas en la totalidad de los pacientes estudiados por este método
diagnostico segun la positividad de los mismos a H. pylori. En los pacientes positivos
segun los métodos de diagnostico invasivos, la 1gG arrojé valores de 97,8% de casos
positivos, la IgM mostro ese mismo porcentaje de casos negativos mientras que para la
IgA, 15,2% resultaron positivos y 76,1% negativos.

En los pacientes negativos la IgM se mantuvo en valores negativos en la totalidad de los
pacientes, la IgA se mostrd negativa en 95,7% y lo mas llamativo es el hecho que la IgG
en este grupo de pacientes se manifestdé positiva en 13 pacientes que representaron
28,3% de los casos.

Tabla 3. Resultados de la serologia por tipos de inmunoglobulinas en los pacientes con
carcinoma gastrico y lesiones premalignas gastricas.

Resultados  Carcinoma y lesiones premalignas Negativos a H. pylori por pruebas
de IgM I9G IgA invasivas

Serologia # % # % # % IgM 1gG 1gA
Positvo - 00 6 333 1 56 — % # % # %
Dudoso - 00 1 56 - 00 - 00 13 283 - 00

Negativo 18 1000 11 61,1 17 944 - 00 4 87 2 43
Total 18 100,0 18 1000 18 1000 —26 1000 29 630 44 957
Towl oo 100,0 2o 100U 2o 1Iuo,u 46 100,0 46 100,0 46 100,0

La tabla 3 refleja los resultados de la serologia en los pacientes estudiados con cancer
gastrico (1 paciente) y lesiones premalignas, gastritis atrofica (2 paciente), displasia
glandular (1 paciente), metaplasia intestinal (13 pacientes), displasia glandular y
metaplasia intestinal (1 paciente). En estos pacientes la IgM se mantuvo negativa en
todos los casos estudiados (100%), la IgA se mostrd positiva en un paciente (5,6%). Por
su parte la IgG se observo positiva en 6 pacientes (33,3%). De estos 6 pacientes, 2
resultaron ser verdaderos positivos y 4 verdaderos negativos. Uno de estos 4 casos fue
el caso del carcinoma géstrico difuso. En uno de los pacientes verdadero positivo
concomitaron los valores positivos de 1gG e IgA.
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Tabla 4. Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo,
indice de validez, indice de Youden e indice Kappa para el kit comercial ELISA 1BL
para el diagndstico seroldgico de H. pylori.

Parametros Valor (%) IC (95 %)
Sensibilidad 97,83 96,71 98,94
Especificidad 63,04 61,87 64,22

indice de validez 80,43 79,84 81,03
Valor predictivo + 85,78 83,54 88,09

Valor predictivo - 92,73 91,34 93,89
indice de Youden 0,61 0,60 0,63
RV+ 2,65 2,64 2,66

RV- 0,03 0,03 0,03

indice Kappa 0,60 045 0,76

Técnica tomada como referencia: Histopatologia
Leyenda: +: positivo, -: negativo, RV: razon de verosimilitud
IC: intervalo de confianza del 95 % para una p <0,05.

En la tabla 4 se observan los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo, indice de validez, indice de Youden e indice Kappa del kit
comercial ELISA IBL para el diagnostico seroldgico de H. pylori. Los mejores
pardmetros estuvieron representados por la sensibilidad (97,83%) y el valor predictivo
negativo (92,73%). Se obtuvo una baja especificidad (63,04%). La razon de
verosimilitud positiva fue mayor que uno y la razon de verosimilitud negativa fue
menor que uno. El indice de validez fue considerado bueno (80,43%) y los indices de
Youden (0,61) y Kappa (0,60) como aceptables.

DISCUSION

La IgM demuestra, segun multiples investigadores, tener poca utilidad diagndstica tanto
en nifios como en adultos ya que la misma se eleva solo agudamente tras la infeccion y
la infeccion por H. pylori es cronica*C.

Estudios realizados por Gutiérrez y colaboradores 3!, usando un set seroldgico para el
diagnostico de H. pylori (Anticuerpos 1gG), muestran prevalencias entre 75 y 100%,
aunque los datos son obtenidos de muestras poblacionales pequefias.

Segun el criterio del autor hay varias razones que pudieran explicar un 28,3% de
positividad de la 1gG en los pacientes negativos a H. pylori. Dentro de este grupo hay 4
pacientes (3 metaplasias intestinal y 1 carcinoma gastrico difuso) que tienen valores
elevados de IgG. Es bien reconocida la asociacion entre H. pylori y el carcinoma
gastrico y las lesiones premalignas y desde hace varios afios varios autores reportan que
la progresion de estas lesiones generan un ambiente gastrico desfavorable para el
crecimiento de H. pylori por lo que este puede ir disminuyendo gradualmente su carga
microbiana y en algunos casos severos llegar incluso a erradicarse haciendo imposible
su diagndstico a través de los métodos invasivos 3> %3, Otro aspecto a tener en cuenta es
la distribucion parcheada del H. pylori en la mucosa gastrico, hecho que también esta
reconocido por varios autores, lo que justificaria que en varios ponches de biopsia

7
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pudiera no encontrarse el microorganismo. En estos casos los métodos diagnosticos
invasivos puedan dar resultados imprecisos por errores en la toma de muestra. La
serologia no se ve afectada por la distribucion parcheada ni por la presencia del cancer
y/o las lesiones premalignas 32 34,

Los cuatro pacientes que resultaron negativos por los métodos diagndsticos invasivos y
que muestran titulos elevados de IgG constituyen una alerta ya que en caso de no
haberse realizado el examen seroldgico los pacientes no hubieran tenido un tratamiento
especifico contra H. pylori y potencialmente estas lesiones pudieran haberse continuado
perpetuando y agravando. Es por esta razon que hay autores que prescriben la
indicacion de serologia y/o el test de urea en el aliento a todas aquellas lesiones
premalignas que H. pylori no es encontrado en los métodos diagndsticos invasivos *°.

En Julio del 2010 en la revista de asociacion médica China Hung y colaboradores
reportan que un ELISA cuantitativo es adecuado para la deteccion de la infeccion por H.
pylori en pacientes con gastritis atrofica gracias a su excelente sensibilidad *.

Shin y colaboradores 3" por su parte evaltan la validez de las pruebas invasivas
(Histopatologia, Cultivo y test de ureasa detectan una especificidad disminuida de
dichas pruebas para la deteccion de la infeccion por H. pylori en los pacientes con
gastritis atréfica y metaplasia intestinal.

La sensibilidad obtenida en el estudio aboga porque el kit tiene la capacidad de dar
positivo en 97, 83% de los pacientes que estan realmente enfermos. La especificidad
lograda traduce que el kit por su parte identifica a los pacientes como negativos dentro
de los pacientes sanos en un 63,04 %. Este valor como se puede observar no es tan alto
como el valor de la sensibilidad, pero hay varias razones que pudieran explicar este
resultado. En primer lugar, esta la distribucion parcheada de H. pylori en la mucosa
gastrica que posibilita que se den falsos diagndsticos negativos por los métodos
invasivos. Los métodos no invasivos como la serologia no se ven afectados por este
hecho por lo que la especificidad pudiera disminuir. En segundo lugar, los posibles
falsos positivos del Kit, por diversas razones también pudieran disminuir la
especificidad del sistema comercial 3,

La probabilidad de un resultado positivo en un enfermo es directamente la razon de
verosimilitud positiva, por lo que en el kit seroldgico a evaluar es 2,65 veces mayor en
los enfermos que en los no enfermos. La probabilidad de un resultado negativo se
calcula dividiendo 1 entre la razon de verosimilitud negativa, por lo que en el kit
seroldgico objeto de estudio esta probabilidad es 33,3 veces mayor en los no enfermos
que en los enfermos (1/0,04=33,3) %,

Los resultados del kit serologico de este estudio estan por encima en todos los
parametros del estudio cubano realizado en el CIMEQ y el CNIC . Dicho estudio se
realizd en 89 pacientes por lo que tiene un tamafio muestral muy parecido a nuestro
estudio, la regla de oro para el diagnostico en este caso fue el cultivo a pesar de que a
los pacientes se les realizo también histopatologia y PCR. En este estudio no se reporta
el tipo de estudio seroldgico empleado lo que pudiera ser de importancia.

El estudio americano de la Stony Brooks muestra un mejor VP- %°. Dicho estudio se
lleva a cabo en 4722 pacientes y tiene como regla de oro la deteccion de antigenos en
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heces. Tanto el tamafio muestral como la regla de oro son diferentes a los de nuestro
estudio.

Consideraciones finales

El test seroldgico empleado mostré un porcentaje elevado de positividad en los casos
positivos a H. pylori lo que traduce su elevada sensibilidad. M&s de una cuarta parte de
los pacientes negativos a H. pylori tuvieron resultados serologicos positivos, este
porcentaje se elevd aun mas ante los pacientes con lesiones géastricas malignas y
premalignas. Estos ultimos datos indican una sensibilidad baja. Los autores de esta
investigacion recomiendan el uso de la serologia como método diagndstico en las
investigaciones de tipo epidemiolédgicas y en los casos de lesiones malignas y
premalignas gastricas en las que H. pylori no pueda ser demostrado en los métodos
diagnosticos invasivos (PRU, histopatologia y Cultivo).
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