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I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

El presente seminario forma parte del proyecto de investigacion: "Evaluacion de las
alternativas de diagnostico por H. pylori: busqueda de alternativas de diagndstico y evaluacion
de productos naturales para el tratamiento”, Proyecto FODECYT 52-2009 financiado por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONCYT), el cual se llevo a cabo en el Instituto de
Cancerologia (INCAN) y en el Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Asi mismo, el andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo bajo la

asesoria y revision de la Unidad de Estadistica y Biometria de la misma Facultad.

El seminario de investigacién tuvo por objeto identificar dentro de un panel de pruebas
diagnodsticas la o las mejores pruebas que permitan identificar una infeccién activa por
Helicobacter pylori. Para ello, a los pacientes que voluntariamente aceptaron participar se les
realizaron varias pruebas diagndsticas no invasivas, las cuales permitieron la deteccion del
antigeno y la identificacion de anticuerpos especificos para H. pylori (IgA, IgM e IgG cagA).
Ademas se determiné el valor del indice de pepsindgeno I/ll, el cual evalia la integridad de la
mucosa gastrica (estado funcional). Posteriormente se evalué la efectividad del tratamiento en
base a la negativizacion de las pruebas de laboratorio para la cual se determinaron
anticuerpos, antigeno e indice de pepsinégeno /Il cinco meses después de finalizar la dosis

adecuada al tratamiento.



II. RESUMEN
Helicobacter pylori afecta al 50 % de la poblacibn mundial, especialmente en paises en
desarrollo como Guatemala. Es poco frecuente en nifios y aumenta su frecuencia en funcién de
la edad, llegando a alcanzar niveles de infeccién del 30 % a los 30 afios de edad, valor que se

mantiene constante a edades mayores (Pounder & NG,1995).

Con el fin de determinar la mejor prueba de laboratorio para el diagnostico pre y post-
tratamiento, se evaluaron 178 pacientes dispépticos que acudieron al Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN) para someterse a endoscopia. A dichos pacientes se les realiz6 como
diagndstico inicial la deteccion de antigeno fecal, un panel de pruebas seroldgicas que incluy6
anticuerpos IgM, IgA, IgG CagA anti-H. pylori y pruebas enzimaticas (Pepsinégeno | y II).
Sesenta y tres de los pacientes con diagndstico positivo para H. pylori (63/36.9%), iniciaron
terapia antibiotica y se les dio seguimiento por cinco meses para evaluar la mejoria en la
sintomatologia al finalizar este periodo. Posteriormente se realizd el mismo panel de pruebas ya
descrito.

En la etapa pre-tratamiento se evalué la especificidad y sensibilidad de cada una de las
pruebas (antigeno fecal, anticuerpos IgM, IgA, IgG CagA anti-H. pylori) frente al estandar de oro
que es la biopsia. Los resultados demostraron que la prueba de antigeno fecal fue la mas
especifica para el diagnostico (69.9%, k=0.2005) y entre las pruebas serolbgicas, la deteccién
del anticuerpo IgA fue la mas sensible (74.2%), sin embargo presentd una concordancia muy
pobre (k=0.1043) con la biopsia. La integridad de la mucosa gastrica se evalud a través de la
relacién del indice de pepsinégeno /11, al finalizar el tratamiento, el nUmero de pacientes con
valores en la categoria “normal” aumenté6 del 60.6 % a 85.4%, lo cual demuestra la

regeneracion de la mucosa gastrica.

Se observé un aumento estadisticamente significativo de pacientes asintomaticos, de
1.12% en la etapa pre-tratamiento a 34.92% en la etapa post-tratamiento, lo cual pudiera ser

indicativo de la eficacia del tratamiento.

Al evaluar los resultados obtenidos de las pruebas realizadas en ambas etapas se encontrd
gue la prueba de antigeno fecal en conjunto con la prueba de anticuerpos IgA contra H. pylori
son las recomendadas para hacer el diagnoéstico de la infeccién primaria y la evaluacion de la
cura post-tratamiento. Asi mismo, las pruebas enzimaticas que no estan asociadas
directamente a la infeccion reflejaron la restitucion del estado de la mucosa en la etapa post-

tratamiento.



[l. ANTECEDENTES

A. Generalidades
Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria que fue identificada a partir de biopsias
intestinales humanas en 1983. Su nombre viene del latin “pylorus”, que significa “guardabarrera”
y hace referencia al piloro. Este organismo es un patégeno asociado con gastritis, Ulceras y

cancer gastrico (Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

H. pylori (antes denominado Campylobacter pyloridis) es un bacilo corto espirilado en forma
de “S”, multiflagelado (4-6 flagelos) lo que lo hace altamente movil. Mide de 2.5 a 5.0 um de
largo por 0.5-1.0 um de ancho. Es un microorganismo de crecimiento lento, se requiere de 5 a
7 dias para poder visualizar las colonias, cuyo cultivo in vitro requiere condiciones de
microaerofilia (10% de CO,) y medios artificiales ricos en nutrientes como: peptona, triptona,
extracto de levadura, glucosa, sales como cloruro de sodio y bisulfito de sodio, suplementados
con sangre de caballo, suero bovino fetal (SFB) o ambos (Roe, Tiwari, Brown, Hayward, &
Chem, 2002; Triana, 2001).

Esta bacteria posee la habilidad de presentarse tanto en forma cocoide como en forma
espirilada siendo ésta ultima la morfologia mas comuan. La forma cocoide del H. pylori no se
adhiere al epitelio y no induce la formacion de interleucina. La conversién de la forma bacilar
espirilada a la forma cocoide se ha visto en especies que han sido cultivadas en condiciones
adversas, como aerobiosis, temperaturas altas, incubacion prolongada, entre otras (Hernandez,
2004).

H. pylori “perfora” literalmente y coloniza las mucosas no secretoras de acido del estbmago y
de la parte alta del tracto intestinal, incluyendo el duodeno. Es el Ginico organismo conocido que
puede subsistir en un ambiente extremadamente acido, debilitando el revestimiento mucoso, lo
cual permite que el &cido afecte la superficie sensible que se halla por debajo de dicho
revestimiento, irritandolo y produciendo Ulceras. La bacteria se encuentra también implicada en
la patogenia de la gastritis no atréfica, en la cual la mucosa es adelgazada y puede producirse
un reemplazo de las glandulas caracteristicas por glandulas de tipo pilérico (metaplasia
pilorica); la gastritis multifocal atrofica, la cual afecta varias regiones del cuerpo gastrico en
forma de numerosos focos dispersos y en casos extensos provoca aclorhidria y el riesgo de

desarrollar cancer gastrico y linfoma gastrico (Chey & Wong, 2007; Gonzalez, 2000).



B. Historia
H. pylori fue redescubierta en 1983 por Warren y Marshall. Warren (anatomo-pato6logo)
observé la bacteria en el tejido inflamado de la mucosa gastrica, considerandola agente causal
de dicha alteracién; identificandola en Udlcera géstrica y duodenal utilizando para dicho fin

colorantes de plata y la microscopia electrénica (Chey & Wong, 2007).

Marshall (gastroenterdlogo), logré cultivar la bacteria con la aplicacion de medios de cultivo
adecuados. Para cumplir el decisivo postulado de Koch, se auto inocul6 ingiriendo el cultivo de
Helicobacter, enfermando de gastritis que posteriormente curé con antibiéticos. Inicié la
terapéutica antiinfecciosa y planific6 ensayos clinicos para conseguir pautas terapéuticas
eficientes. En investigaciones posteriores (a partir de 1985) Marshall, aisl6 este microorganismo
de las mucosas de estdbmagos humanos siendo el primero que consiguié cultivarla (Logan,
2001; Pajares, 2006; Pueyo, Hurtarte, & Jiménez, 2000).

Warren y Marshall propusieron el nombre de Campylobacter pilérico, sin embargo en 1989,
los estudios de secuenciacion del ARN ribosémico pusieron de manifiesto que H. pylori (que
hoy dia se reconoce como la especie de mayor interés en las gastropatias), era distinto del
género Campylobacter. En base a estas investigaciones, se afirm6 que muchas de las Ulceras
estomacales y gastritis eran causadas por dicha bacteria y no por estrés o comida picante como

se sostenia hasta entonces (Pajares, 2006; Suerbaum, 2002).

C. Patogenicidad y factores de virulencia

1. Ureasa

Las enzimas metabdlicas que posee H. pylori pueden ser utilizadas para producir dafio en
los tejidos y para defenderse de las condiciones adversas del ambiente en el que debe
sobrevivir. Ademas, algunos autores indican que H. pylori posee otras caracteristicas que le
permiten colonizar la mucosa gastrica del estbmago, inducir dafios en los tejidos o liberarse de

los mecanismos de defensa del hospedero (Hernandez & Rivas, 2000).

El jugo géstrico normal posee un pH menor a 4, lo que le confiere un caracter bactericida y
por tanto capaz de eliminar a muchas de las bacterias que llegan al estbmago con la ingesta de
agua y alimentos, por ello epidemiolégicamente se hace referencia al estémago como la
“barrera acida”. La colonizacion de la mucosa gastrica por H. pylori, implica la capacidad de

esta bacteria para sobrevivir en ese ambiente acido. La clave para la adaptacion al pH gastrico
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reside en la produccién de ureasa. Esta enzima (urea amidohidrolasa) cataliza la hidrélisis de
urea para proporcionar amonio y carbamato, el cual se descompone para producir otra molécula
de amonio y acido carbénico, que neutraliza el microambiente de las glandulas gastricas
colonizadas. El efecto neto de esas reacciones es un aumento del pH (Alvarez, Mendoza,
Marquez, & Rojas, 2003; Hernandez & Rivas, 2000).

Por otra parte, el hidroxido de amonio generado durante la hidrolisis de urea contribuye
significativamente al dafio histoldgico asociado con esta infeccion; aunque debe hacerse énfasis
gque directamente el amonio no es téxico, si no que el dafio infringido es el resultado del i6n
hidréxido generado por el equilibrio del amonio con el agua. Este desdobla el moco gastrico,
haciéndolo mas fluido, con lo cual la bacteria puede desplazarse méas facilmente para ganar los
espacios intercelulares. El potencial de virulencia de esta enzima se refleja en la fuerte
respuesta de inmunoglobulinas séricas generada contra ella, detectada en pacientes con
gastritis activa debido a H. pylori (Herndndez & Rivas, 2000).

2. Factores de adherencia

La colonizacion de la mucosa lleva implicito como paso previo, la capacidad de la bacteria
para adherirse al epitelio gastrico, lo cual es esencial para la induccién de gastritis. Hernandez y
Rivas (2000) refiere que la adherencia ocurre mediante la interaccion entre las adhesinas
bacterianas y los receptores del hospedero que estan representados por algunas proteinas de
la matriz extracelular. De tal manera, que las lesiones inducidas por la adherencia son de tipo
adhesion-necrosis y ultraestructuralmente son similares a las producidas por E. coli
enteropatogénica (EPEC). Estas lesiones se caracterizan por la pérdida de las

microvellosidades del epitelio gastrico en el sitio de adhesion.

La adhesion a la mucosa gastrica hace que la toxina se libere justo en el epitelio blando.
Ademas, estudios in vitro demuestran que la adherencia es necesaria para la induccion vy
liberacién de citocinas proinflamatorias; por lo tanto, la adherencia no debe ser considerada
como un evento aislado si no mas bien como parte de un proceso complejo que involucra la

quimiotaxis. (Hernandez & Rivas, 2000).

Los mudltiples flagelos y la morfologia espiral de H. pylori destacan la importancia del
movimiento dirigido, el cual esta determinado por la deteccién de quimiotoxinas especificas del

hospedero (Hernandez & Rivas, 2000).



3. Hemaglutininas

H. pylori es capaz de aglutinar eritrocitos debido a su interaccion con las glucosaminas de
grupos sanguineos, algunos de los cuales también se expresan en células epiteliales, lo que

indirectamente indica una funcién adherente (Hernandez & Rivas, 2000).

Se ha intentado caracterizar dichas hemaglutininas (HA) blogueandolas con azlcares o
incubando las bacterias con enzimas cuya especificidad de sustrato es conocida: los resultados
obtenidos sugieren que el mayor componente hemaglutinante de H. pylori es una proteina con
una especificidad de receptor determinada por la configuracion NeuAc (2-3) Gal del acido
sidlico. Una mayor caracterizacion de la HA utilizando métodos complementarios ha permitido la
identificacion de dos proteinas, una con un peso de 20-25kDa y la otra de 57kDa (Gonzélez,
Serrano, & Harris, 2007; Moreira, 1998).

4. Genes vacAy cagA

H. pylori puede inducir la formacién de vacuolas en una gran variedad de células eucariotas.
Inicialmente se penso6 que dicha accion no era de caracter toxico, pues no era neutralizada por
antitoxinas bacterianas; ademas, el amonio liberado por la actividad de la ureasa puede inducir
un dafo similar. Sin embargo, posteriormente se logré purificar la toxina responsable de tal
alteracion, la cual debido a su accion ha sido denominada “toxina vacuolizante”, ya que ella
induce la formacion de vacuolas en las células afectadas, hallazgo que también se ha
constatado en biopsias de pacientes afectados. Contra esta toxina se han identificado
anticuerpos séricos en personas infectadas con H. pylori (Hernandez & Rivas, 2000; Hurtado,
2001).

El hallazgo de esa toxina es una caracteristica fenotipica que podia ser detectada in vitro, lo
que motivd a numerosos investigadores a estudiar aislamientos de pacientes con diferentes
manifestaciones clinicas, que incluian desde cuadros leves como la gastritis superficial hasta
Ulceras, tratando de correlacionar ambos hechos: presencia de toxina y asociacion con
patologia importante. Los resultados obtenidos indicaron que las cepas toxigénicas se aislaban
significativamente con mas frecuencia de pacientes con Ulceras pépticas que de aquellos que

sé6lo presentaban gastritis leves (Hernandez & Rivas, 2000). .

Esto permitié6 entonces contar con criterios para identificar las cepas mas virulentas, lo que

condujo a la busqueda de métodos genéticos que permitieran identificar las cepas toxigénicas.
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No obstante, la identificacion del gen responsable de esa toxigenicidad llevé a resultados
incongruentes, puesto que la mayoria de las cepas contenian ese gen, ahora conocido como
vacA (gen asociado a vacuolizacién). Este gen ha sido clonado y su analisis sugiere que
codifica una proteina que posee una sefial aminoterminal corta, que es escindida para permitir
su paso a través de la membrana citoplasmatica y una carboxiterminal de 45kDa que actla
como poro. La secuencia de la toxina madura no demuestra homologia con otras toxinas

conocidas (Hernandez & Rivas, 2000).

La busqueda de una respuesta para la incongruencia entre la citotoxicidad y la presencia del
gen vacA, llevé al hallazgo del gen cagA (gen asociado a toxicidad) cuya presencia se relaciona
con la expresion del gen vacA y por lo tanto con la toxigenicidad. Ademas, esta presente soélo
en las cepas aisladas de pacientes sintomaticos (Hernandez & Rivas, 2000).

Muchos estudios indican variaciones de la prevalencia del genotipo Hp cag A+ en diferentes
regiones del mundo. En los paises desarrollados el 60% de las cepas son cagA+; mientras que
en los paises en vias de desarrollo como en América del Sur, Central y los menos desarrollados
de Europa y del Medio Oriente la proporcién de cagA+ es mayor, como se observa en las
prevalencias del 79.8 % reportada en Brasil, de 61.7 % en Turquia y del 68 % en
Checoslovaquia. Dicha evidencia epidemioldgica sugiere que la presencia del gen cagA en las
cepas bacterianas aumenta el riesgo de padecer cancer gastrico, debido a que dicho gen
ocasiona un efecto lesivo sobre las células epiteliales, aumentando la permeabilidad de las
membranas induciendo asi la produccién de interleucinas, lo que ocasiona mas dafio e
inflamacién (Hernandez & Rivas, 2000; Martinez, Gonzalez, Ferreira, & Mas, 2008; Ott EA,
Mazzoleni LE, Edelweis, Ml., 2005).

D. Epidemiologia
Desde su descubrimiento, H. pylori ha sido objeto de varios estudios, los cuales han
demostrado que es una bacteria de distribucion mundial. Se estima que dos terceras partes de
la poblacion mundial se encuentra infectada por la bacteria y que muchos de los pacientes que

la presentan son asintomaticos (Madigan et al., 2004).

La infeccion esta asociada a diversos factores como el bajo estatus socioeconémico, por lo
que se ha observado un alto nimero de afectados en paises en vias de desarrollo, asimismo,
los datos disponibles no muestran ninguna diferencia entre la prevalencia en hombres y

mujeres, es decir que no hay relacion con el género ni con la raza (Pajares, 2006).



La colonizacion de H. pylori depende de varios factores relacionados con la virulencia del
microorganismo, susceptibilidad del hospedero y cuadro clinico especifico. El sintoma que
refieren con mayor frecuencia es dolor abdominal, dificultandose por ello el diagnéstico clinico e
impidiendo el tratamiento especifico a edad temprana (Logan, 2001; Pajares, 2006).

La prevalencia de H. pylori es un tema de importancia, debido que su presencia se relaciona
a patologias tales como gastritis y cAncer de estbmago, las cuales con el paso del tiempo se
complican y pueden llegar a comprometer la vida del paciente si no son tratadas. La infeccion
por H. pylori se asocia a gastritis activa crénica, pero solo 10% a 15% de los individuos
afectados manifiestan una Ulcera péptica evidente. Estudios sugieren que mas del 90% de
todas las Ulceras duodenales estan asociadas a H. pylori, pero la bacteria esta presente solo
en el 50% al 60% de individuos que presentan Ulceras gastricas y el 70% de pacientes con
Ulcera duodenal (Paterson, Lockhart, Baker, Neumann, Baldwin, & Shulkes 2004; Harris,
Godoy & Giraldes, 2001).

Aunque la infeccion por H. pylori es una de las mas comunes en el mundo se desconoce
como ingresoé a la poblacion humana y el mecanismo de infeccién en diferentes comunidades

es desconocido (Alvarez et al., 2003).

El riesgo de infeccién a lo largo de toda la vida en las personas que viven en paises
desarrollados es de 40 a 60 %, pero puede llegar a ser de 90% o0 mas en paises en vias de
desarrollo, en los cuales mas del 50% de la poblacion esta infectada a los 10 afios de vida,
mientras que en paises desarrollados, solamente del 5 al 10 % aparecen infectados a esta
edad. Asi mismo los inmigrantes de paises en vias de desarrollo tienen mas posibilidades de

estar infectados que aquellos que vienen de paises industrializados (Gonzalez et al., 2007).

En Guatemala en el afio 2000 se determiné la prevalencia de anticuerpos IgG en pacientes
sin sintomatologia péptica, concluyendo que la prevalencia de anticuerpos contra H. pylori es
estadisticamente mayor en sujetos que asisten a clinicas publicas que los que asisten a clinicas
privadas (79% vrs, 21%), mientras que la edad no se considerd un factor influyente. En el
mismo afio Oregel y cols. determinaron anticuerpos IgG anti H. pylori en recién nacidos y nifios
guatemaltecos de condicidn socioecondmica baja, reportando una prevalencia del 68% y una

coincidencia del 100% entre la relacién madre/recién nacido (Rodriguez, 2000; Oregel, 2000).

Orddfiez (2004) reportd que el 67.5% de los pacientes guatemaltecos con diagnostico

clinico de urticaria crénica idiopatica presenta positividad de H. pylori en heces, con la limitante



de no poder establecer si la infeccion por H. pylori ocurre antes o después del padecimiento de

la urticaria.

En el 2005 se realiz6 la comparacion de anticuerpos séricos IgG y la biopsia gastrica como
método diagndstico de infeccidn por H. pylori; el porcentaje de infeccion por H. pylori obtenido
fue del 88% vy se encontrd que el 86.4% de los pacientes con anticuerpos séricos IgG para H.
pylori tenian resultados de biopsia gastrica positivos para este microorganismo (Miranda,
2007).

En el 2008 se realizdé una revision de los datos reportados por los diferentes hospitales
relacionados con el diagnostico de la infeccion observando un porcentaje de positividad por
deteccién de antigeno en heces del 23.2% y prevalencia de anticuerpos IgG del 57.7%
(Hernandez, 2008).

E. Ciclo evolutivo
H. pylori es moderadamente invasiva, coloniza la superficie de la mucosa gastrica. El
microorganismo se protege de los &cidos estomacales gracias a la propia capa de mucus
gastrico. Después de la colonizacién y una combinacion entre la produccion de sustancias
patégenas y la propia respuesta del hospedero produce inflamacion, destruccion de tejido y

ulceracion (Madigan et al., 2004).

F. Sintomatologia:
Entre la gama de padecimientos gastrointestinales comunes en la poblacion guatemalteca,
estan la esofagitis por reflujo, las Ulceras pépticas y duodenales, el cancer gastrico, la gastritis

agudas entre otras (Hernandez, 2008).

Generalmente se manifiestan una serie de sintomas como:

a. Dolor abdominal: Sordo o persistente que puede ocurrir dos o tres horas después de las
comidas, aparece y desaparece por varios dias 0 semanas, ocurre por la noche cuando
el estébmago esta vacio y suele aliviarse con las comidas. Esto debido a que la bacteria
al ser ingerida por un individuo coloniza las paredes del estbmago y permanece entre
las células del revestimiento géastrico produciendo inflamacién, que le permite sobrevivir
en el medio acido que la rodea.

b. Pérdida de peso: Debido a la anorexia que causa, la persona afectada presenta una

baja ingesta de alimentos.



Eructos: Como consecuencia del malestar en la parte superior del abdomen o en el
pecho lo cual puede acompanfarse de ruidos abdominales aumentados (borborigmos).
Dispepsia o indigestion: La dispepsia es la sensacién de dolor o malestar en la parte
superior del abdomen, por el reflujo gastroesofagico.

Distension y llenura: Se debe a causa de los gases que provoca.

Diarrea: Debido a las lesiones que puede ocasionar en el epitelio no solo estomacal sino
también duodenal, puede inducir a un sindrome de mala absorcion.

Nausea: Si se presenta puede ser leve y se alivia al vomitar. Se presenta debido a la
irritacién de las paredes estomacales.

Ulceras gastroduodenales: En pacientes infectados por H. pylori, la secrecion de
gastrina es inapropiada ante un estimulo alimentario. La gastrinemia basal aumenta en
un 50 % y la postprandial en un 100 %. Ademas, se ha demostrado la reduccion de los
niveles de gastrina tras los tratamientos de erradicacion.

Sentir mucha hambre de 1 a 3 horas después de comer: el dolor de estbmago puede
calmarse al comer y volver al cabo de una, dos o tres horas. El paciente puede
despertarse de madrugada, si se presenta dolor tiene que comer o beber debido a las
ulceraciones que puedan existir (Paterson, et al., 2004; Martinez, 2003; Rollan,
Giancaspero, Acevedo, Fuster, & Hola, 2000).

G. Diagnostico

La clasificacion de los métodos de diagndstico para Helicobacter pylori es:

1) Invasivos (endoscopia)

a. Histologia.

b. Citologia
c. Pruebarapida de la ureasa
d. Microbiologia (cultivo)
e

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

2) No Invasivos

Pruebas serologicas

a
b. Anticuerpos en saliva
c. Antigeno en heces

d

Prueba de aliento de ureasa (Gold et al. , 2000)
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1. Métodos Invasivos (por endoscopia)

La endoscopia gastroduodenal se refiere al examen del tracto gastrointestinal superior y
duodeno utilizando una fibra éptica sensible o video endoscopio. La visualizaciéon del eso6fago,
estdbmago o duodeno es posible bajo sedacion suave. Este procedimiento permite el diagnostico
del estado de la enfermedad, Ulceras o cancer (Bakka & Salih, 2002; Chey & Wong, 2007;
Pajares, 2006; Vizcaino, 2004).

La endoscopia alcanza una sensibilidad entre el 85% al 95%, por este método se evalla el
grado de inflamacion aguda presente asi como alteraciones epiteliales; las UGlceras benignas
muestran bordes regulares, redondeados con un fondo del crater plano recubierto
frecuentemente de exudado mientras que las ulceras malignas muestran pliegues de aspecto
nodular que se fusionan o no llegan hasta el borde del crater y los bordes del crater son
prominentes irregulares o engrosadas (Alvarado, 2007; Yamada, 2003).

Una de las desventajas de la endoscopia es el riesgo de hemorragia y perforacion. Las cifras
reportadas de mortalidad son de 0.01% y morbilidad de 0.43 %, por esta razén (segun la
estrategia propuesta por EHSG (European Helicobacter pylori Study Group, Maastricht) se
recomienda que este examen se realice en personas mayores de 30 afios, que tengan sintomas
que alerten sobre la infeccion y en edades por encima de este rango. En nifios o en jévenes
esta técnica no ha sido del todo aceptada ya que la mayoria de estos pacientes requieren

anestesia (Hioki, Nakame & Yamamoto 2002).

Debido a que la localizacién de H. pylori es focal, es rara la presencia de falsos negativos,
los cuales se deben principalmente a errores de muestreo, toma de muestra en areas de
metaplasia intestinal o de atrofia gastrica, presencia de un escaso numero de bacterias en
pacientes que han recibido tratamiento con inhibidores de la bomba de protones o de

antibiéticos antes de la endoscopia (Hioki et al., 2002).

a. Histologia:

La histologia constituye el patron de oro para definir la ausencia o presencia de H. pylori. Se
deben tomar como minimo dos muestras de la regién prepildrica (1-2 cm. del piloro) y del
cuerpo gastrico (curvatura mayor, cara anterior y posterior, en la union del tercio distal con los
dos proximales), las cuales son introducidas de inmediato en solucién formol o de Bouin para su
fijacion. Las biopsias seran dos para histologia, una para ureasa y una para microbiologia

(cultivo) (Samitier, Manrique & Badia. 2000).
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La tincibn Hematoxilina-Eosina (HE) es la técnica mas utilizada para el diagnostico de las
muestras embebidas en parafina. Su principal ventaja es que permite el diagnéstico y la
evaluacién de las lesiones histoldgicas asociadas, sin embargo aun es una técnica facil de
realizar de forma rutinaria en los laboratorios. Tiene la desventaja que requiere de una alta
densidad de colonias bacterianas para que sea posible reconocer al microorganismo, el que

puede confundirse con productos celulares y moco (Bakka & Salih, 2002).

Existen ademas otras tinciones para la identificacion de H. pylori, tales como la tincién de
Violeta cresol y Warthim-Starry, esta ultima emplea reactivos de plata con los que se logra una
clara definicion de los cuerpos bacterianos pero es una técnica de larga duracion y de
especiales cuidados para realizarla. Entre todas las tinciones destacan tinciones especiales
como la de Giemsa modificada, que por la nitidez de imagen y su facilidad se ha convertido en
el método rutinario, mostrando una sensibilidad de 85 al 90%, mientras su especificidad es del
100%, la cual puede verse afectada por la inexperiencia del pat6logo, el tamafio de la biopsia y
el &rea donde se tomé la muestra (Samitier et al., 2000).

b. Citologia:

La presencia de esta bacteria a nivel gastrico se puede detectar mediante diversas técnicas
citologicas entre ellas destaca: citologia de cepillado, impronta o aplastamiento de la muestra.
La extension de la muestra puede hacerse rozando la biopsia sobre un portaobjetos de cristal,
para definir la presencia o ausencia de Helicobacter pylori, tifiendo la muestra con Giemsa.
Debe tomarse la muestra en mucosa antral sana, evitando la region prepil6rica y la parte mas
baja de la curva menor (Bakka & Salih, 2002).

c. Pruebarapida de la ureasa:

Este método se fundamenta en que H. pylori produce la enzima ureasa en grandes
cantidades, la cual hidroliza la urea para convertirla en amonio y en anhidrido carbdnico
(NH,-CO-NH, — ureasa — 2NH; +CO,). Esta reaccion es alcalina, lo que modifica el color rojo
del fenol afadido, siendo el método de elecciébn en endoscopias por ser econdmico, facil y
rapido (5 minutos). Entre los reactivos comerciales tenemos el CLO-test y el CU- test. El CLO-
test (prueba de campylobacter like organims) fue ideado por Marshall y consiste en un gel que
contiene la solucion de urea, el indicador rojo fenol y una sustancia antibacterial el cual cambia
de color amarillo a rojo sefialando asi el resultado positivo (Gonzalez et al., 2007; Harris et al.
2001).
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La sensibilidad de la prueba de ureasa depende de la cantidad de colonias de bacterias
contenidas en la muestra, se requiere 10,000 colonias como minimo para que el resultado sea
positivo. Cuando la muestra se toma del antro o de la Ulcera duodenal, la sensibilidad es de
85% en la primera hora. Por lo general se estima un 90 a 95% si la prueba se realiza a las 24
horas. En la prueba de ureasa de la biopsia antral se puede obtener un resultado falso positivo,
debido a que las pinzas o el endoscopio pueden estar contaminados (Deltenre, Glupczynski, &
Nyst,1989)

La prueba de la ureasa es aceptable para el diagnéstico primario y se recomienda que
debiera estar ampliamente disponible, ya que no requiere condiciones especiales de transporte,

sin embargo es mas costosa que la serologia (Yamada, 2003).

d. Cultivo:

Es el método de mayor especificidad (100%) y una sensibilidad del 80%, pero el mas dificil
de realizar. Por las dificultades de las técnicas microbioldgicas, los resultados mejoran al incluir
dos biopsias o al utilizar el medio de transporte (Partagem-pylori), almacenando la biopsia de 4
a 10 °C hasta que se cultiva (Erzin et al., 2000; Iribarren, 2000).

El cultivo puede realizarse en un medio no selectivo, basado en sangre (agar chocolate), o
selectivo, como Skirrow, el cual es bastante utilizado. La desventaja es que es un método lento,
ya que el resultado se obtiene de 3-4 hasta 10 dias de incubacién. La identificacién se realiza
por la actividad enzimatica de las bacterias ureasa, oxidasa, catalasa y glutamiltranspeptidasa
(Moreira, 1998).

Es dificil de cultivar en medio liquido aunque se logra con menor dificultad a partir de caldo
Brucella, cerebro-corazén, Mueller-Hinton y tripticasa soya, todos ellos suplementados con
nutrientes, siendo el mas comun el suero bovino fetal, es importante utilizar inhibidores para
evitar el crecimiento de microorganismos inespecificos, tales como sulfametoxazol, trimetroprim,
cefsulodina y polimixina B; incubacion en microaerofilia con 5-10% CO,, una humedad del 95%
y se debe incubar de 7 a 10 dias (Carrefio, 2009, Korstanje et al., 2000).

e. Reaccion de la cadena de polimerasa (PCR):
Por su sensibilidad y especificidad la PCR puede detectar hasta una sola copia de ADN de
Helicobacter pylori, pudiendo llegar a constituir el método estandar del futuro. Se puede

realizar de la biopsia misma o de cualquier liquido organico (heces, orina, saliva, sangre, jugo
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géstrico). Sin embargo la prueba podria dar falsos positivos debido a pinzas contaminadas,

lavado del equipo y esterilizacion inadecuadas, entre otros (Samitier et al., 2000).

Esta técnica se ha empleado para el estudio de genes especificos como el gen de la ureasa
(ureA o ureC), el gen 16S ARNr u otros genes y también para la deteccién de factores de
virulencia. Sin embargo, estudios realizados actualmente por Velasco (2007) refieren que dicha

técnica no tiene una clara aplicacién, pues no permite caracterizar a una cepa como patoégena.

2. Métodos no invasivos

a. Pruebas seroldgicas:

La infeccion por H. pylori en la mucosa gastrica resulta en la produccion de una respuesta
inmunoldgica tanto local como sistémica. Esto implica la elevacion de los niveles de IgG e IgA
especificas en el suero y elevados niveles de IgA e IgM secretorias en el estbmago. Esto ha
favorecido el desarrollo de métodos serolégicos que permiten realizar el diagnéstico de la
infeccién, y que tienen un valor especial en estudios epidemiol6gicos para tamizaje de
poblaciones; principalmente por ser relativamente rapidos y sencillos de ejecutar y mas
econdmicos que la endoscopia. Sin embargo en la clinica, la deteccion del anticuerpo IgG es
suficiente para el diagndstico al tratarse de una infeccién cronica (Lépez, Martin, Alarcon,

Acufia, Gimeno, et al., 1993).

Entre los métodos de laboratorio que permiten detectar H. pylori estan: fijacion del
complemento, aglutinacion en latex, inmunofluorescencia indirecta, inmunoblot y ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) (Harris et al., 2001; Xia et al., 2000).

La técnica de ELISA es un método diagndstico sencillo y rapido que posibilita la realizacién
de estudios epidemioldgicos con la ventaja de poder obtener resultados cuantitativos, lo que
permite establecer distintos valores de positividad para diferentes grupos poblacionales y

evaluar la respuesta al tratamiento (Herbrink & VVan Doorn, 2000).

En las diversas técnicas de ELISA desarrolladas para la detecciébn de anticuerpos
especificos frente a H. pylori se han empleado diferentes preparaciones antigénicas incluyendo
organismos Vvivos, bacterias tratadas con formalina, sonicados bacterianos y tratados con calor,
ultracentrifugado de sonicados bacterianos, antigenos termoestables, extractos antigénicos con
glicerina acida, preparaciones de ureasa bacteriana, antigeno de citotoxina, proteinas celulares

de alto peso molecular y proteinas de membrana externa, entre otros (Dore et al., 2002)
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Un estudio realizado en Guatemala determind que la sensibilidad de las pruebas empleadas
para la deteccion de los anticuerpos IgG fue de 86.4% y una especificidad de 41.8%, resultados
que demuestran que la deteccion de anticuerpos séricos IgG es un buen método para tamizaje
y diagnéstico inicial de infeccién por H. pylori en pacientes que nunca han sido tratados, pero no

sustituye a la biopsia gastrica como método diagndéstico de eleccién (Miranda, 2007).

La eficacia de la serologia en el seguimiento de la respuesta al tratamiento se relaciona
directamente con el nivel de anticuerpos pretratamiento y el tiempo de seguimiento entre las
muestras pre y postratamiento. Se recomienda realizar pruebas cuantitativas con los dos sueros
del paciente (pre y postratamiento) analizados simultaneamente. En pacientes con altos titulos
pretratamiento se observa un descenso significativo en el titulo de anticuerpos después de 3-6
meses de tratamiento efectivo. Este descenso de anticuerpos sélo se mantiene en pacientes
curados (Schneider, Solis, Quifiénez, & Rodriguez, 1994).

Dentro de las ventajas que presentan las pruebas serologicas se encuentra el hecho de que
sus resultados son menos susceptibles de ser alterados por el tratamiento reciente con
antibiéticos o inhibidores de la bomba de protones, los que pueden inducir falsos negativos con
otros métodos. En ausencia de intervencion terapéutica los niveles de anticuerpos se mantienen
elevados, incluso durante la vida, reflejando la duracién de la infeccién. Luego de la
erradicacion, los niveles de IgG e IgA tienden a disminuir a aproximadamente la mitad de los
valores observados previos al tratamiento en aproximadamente seis meses. Sin embargo su
principal problema radica en que no se puede diferenciar la infeccién activa de la exposicion
previa al microorganismo y también el hecho de que la respuesta de anticuerpos a las proteinas
de H. pylori varia considerablemente entre individuos. Ademas se observan anticuerpos
dirigidos contra diversos antigenos, por lo que se hace necesario el uso de multiples antigenos
para su deteccion. Por ello se recomienda que en la ejecucion de las pruebas se utilicen
diferentes niveles de corte, ya que los nifios presentan una respuesta inmunolégica

cualitativamente diferente (LOpez, Martin, Alarcon, Acufia, Gimeno, et al., 1993).

Segun los criterios de Maastricht, una prueba serolégica positiva, con histologia y prueba
del aliento con 13C-urea negativas puede sugerir la presencia de la infeccion por H. pylori, sin
embargo deben realizarse las investigaciones adicionales para confirmar si la prueba serolégica
es falso positivo o refleja una infeccién activa. Un resultado falso positivo en las pruebas no
invasivas son mas comunes en las poblaciones de baja prevalencia y requieren una

confirmacion adicional antes de tratamiento (Malfertheiner et al., 2007).
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Las pruebas seroldgicas se recomiendan para evaluar H. pylori en pacientes con una Ulcera
péptica y duodenal sangrante, ya que estudios hasta el momento revelan una fuerte asociacion
entre la colonizacién por la bacteria y la Ulcera duodenal (100 %) y la Ulcera gastrica, asi como
en condiciones asociadas con una baja densidad bacteriana (la mucosa extensa atrofiada y
linfoma MALT). La prueba de ureasa rapida, cultivo e histologia, asi como la prueba del aliento
de urea, han demostrado una sensibilidad limitada en pacientes con hemorragia aguda por
Ulcera péptica, sin embargo si la endoscopia informa la presencia de una ulcera duodenal, el
test rapido de ureasa, confirmaran la presencia de H. pylori, pero no es recomendable en casos
de sangrado activo pues posee una elevada tasa de resultados falsos negativos. Pruebas de
antigenos policlonales en heces tienen una baja especificidad debido a reacciones cruzadas
con los productos sanguineos. Las pruebas seroldgicas y en particular, la deteccion de
anticuerpos contra el antigeno especifico CagA, que es deteccién inmunogénica y de larga
duracion, también son el mejor método para documentar la relacion del cancer géastrico con la

infeccion por H. pylori (Malfertheiner, et al., 2007; Gisbert, et.al., 2005).

La serologia debe ser considerada como una prueba de diagnéstico cuando las demas
pruebas podrian dar un resultado falso negativo, como ocurre en pacientes con sangrado de
Ulceras, atrofia géastrica, linfoma MALT y el consumo reciente o actual de los Inhibidores de la
bomba de protones y los antibidticos (Malfertheiner et al., 2007).

b. Anticuerpos en saliva:

Los anticuerpos anti H. pylori estan presentes en la saliva en menor cantidad que en sangre.
Se cree que los anticuerpos IgG salivales provienen de un transudado de la sangre al liquido
gingival y no es excretado por las glandulas salivales parétidas. Debido a que la saliva es un
liguido corporal que no requiere de puncidon para obtenerla, se ha adaptado un método
diagnédstico con la misma. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad son menores que las
pruebas rapidas en sangre total, siendo del 84 y 64% para la saliva, de 85 y 78 % para la

prueba rapida en sangre y 95y 70 % para el suero, respectivamente (Garcia, 2001).

c. Prueba en heces /Antigenos en heces:

La deteccion de antigenos fecales es quizad uno de los métodos mas sencillos porque se
puede realizar en pacientes de cualquier edad ya que es un método directo, no invasivo y no
hay ningan inconveniente en el momento de tomar la muestra. Dicho método tiene una
sensibilidad del 96.8% y especificidad del 99.2%. Este método fue aprobado por la FDA tanto

para diagndstico como para seguimiento de la efectividad y confirmacion de la erradicacién del
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microorganismo, su positividad después de 1 a 2 meses de haber finalizado el tratamiento,

indica fallo terapéutico (Cifuentes, 2002; Garcia, 2001).

La deteccion de antigenos se puede realizar a través de inmunoblot o un ELISA tipo
sandwich, en el que se utilizan anticuerpos de captura monoclonales o policlonales absorbidos
en los pozos. Se afaden muestras diluidas de heces del paciente y un anticuerpo policlonal
conjugado con peroxidasa, y el resultado se puede leer espectrofotométricamente. Esta prueba
ofrece una sensibilidad del 94.3% y una especificidad del 91.8% segun un estudio realizado a
nivel internacional con 501 pacientes. Las ventajas de este método es que permite evaluar
tratamientos anti H. pylori nuevos o0 ya establecidos, durante y después de la terapia para
monitorear la efectividad de los mismos. En caso de hemorragia gastrointestinal, durante la
ingesta de inhibidores de secrecién gastrica y la ingesta de N-acetil cisteina no es
recomendable efectuar el andlisis, ya que los resultados pueden verse alterados y disminuir la

sensibilidad y especificidad del método (Samitier et al., 2000).

De mas reciente introduccion es la técnica que emplea anticuerpos monoclonales, que
segun estudios comparativos presenta sensibilidad menor del 85% y una especificidad similar al
empleo de anticuerpos policlonales. La recoleccion de la muestra se debe realizar de manera
habitual, si no se procesa de inmediato se pueden conservar hasta 3 dias a 2-8 2C o por tiempo
indefinido a -200C (Samitier et al., 2000, Gisbert JP, Abraira V., 2006).

d. Prueba del aliento con urea marcada con carbono isotépico (**Cy **C):
El test de aliento de urea es el preferido para confirmar la erradicacién debido a que no solo
es una prueba no invasiva simple y un método de diagnéstico preciso, sino que tiene un bajo
indice de resultados falsos positivos en comparacion con la prueba de antigenos en heces

(Alarcén, Baquero, Domingo, L6pez & Royo, 2004).

Las principales ventajas de la prueba de aliento con urea marcada son su sencillez y
seguridad y a diferencia de las pruebas seroldgicas, un resultado positivo es indicativo de
infecciobn activa. Es una prueba inocua, bien tolerada por los pacientes, las muestras no
precisan de condiciones especiales de conservacion y al ser el **C un isétopo no radioactivo, la

prueba puede realizarse en mujeres embarazadas y nifios (Gatta et al., 2003).

La prueba de la urea *C en la respiracion utiliza un is6topo de carbono natural, no
radioactivo y estable. Un porcentaje de la *C-urea administrada por via oral se excreta de

forma inalterada por via renal. En presencia de H. pylori se metaboliza parcialmente la **C-urea
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a *C-dioxido de carbono y amonio en el estémago. El resto se integra en el ciclo de la urea.
Durante los primeros 30 minutos que siguen a la ingestién de 100 mg de **C-urea, la proporcién
de CO, en el aire espirado aumenta de forma significativa en los pacientes infectados. En
estudios clinicos con voluntarios sanos no se ha observado un aumento apreciable del
nitrégeno uréico sanguineo (BUN) y del amonio en el suero o de la urea en la orina, incluso con
dosis superiores de hasta 300 mg, de BC-urea (Barriga, Arumir, & Mercado, 2004; Ohata

Kitauchi, & Yoshimura, 2004; Weingart, Russman, Koletzko, Weingart, Hochter, et al., 2004)

Cualquier tratamiento que interfiera con el estado de H. pylori o la actividad ureasa puede
tener influencia sobre la prueba de aliento con urea. En particular no deben administrarse
antibiéticos, omeprazol u otro inhibidor de la bomba de protones en las 4 semanas anteriores a
la prueba, ni antagonistas de la secrecion de 4cido en las 2 semanas anteriores (Weingart et al.,
2004).

La prueba de aliento con urea alcanza una sensibilidad del 98,2% (IC del 95%: 94,8 al
99,6%) y una especificidad del 97,9% (IC del 95%: 88,9 al 99,9%) cuando se compara con un
patron de referencia basado en métodos invasivos. Sin embargo al compararla con estudios
histopatologicos la prueba de aliento mostr6 100% de sensibilidad y especificidad, no
observandose diferencias estadisticas significativas en los valores obtenidos entre diferentes
grupos de edades y géneros estudiados (Berardi, DiPiro, Talbert, & Yee, 2005; Garcia, 2004).

H. Relacién de pepsindgeno |y Il y gastrina:

El pepsinégeno es el precursor de la pepsina y existe en dos formas: | y IlI; ambos se
producen en las células principales y mucosas del cuello glandular del fondo gastrico y el tipo Il
se produce ademas en las glandulas piléricas del antro. Los niveles de pepsindgeno | y Il
reflejan el estado funcional y morfolégico de la mucosa gastrica. A medida que la gastritis
atrofica se hace mas severa, la funcion glandular se pierde. La medicién de pepsinégeno |y |l

son de ayuda en el diagnéstico de gastritis atréfica y cancer de estbmago (Cordén, 2000).

Se ha reportado que los niveles mayores a 20 ng/mL de pepsindégeno | son especificos para
los casos graves de gastritis atréfica. También se ha observado que los niveles séricos de
pepsindgeno decaen al aumentar la gravedad de los dafios en la mucosa en casos de gastritis
atréfica. A medida que progresa la gastritis, la inflamacion leve produce un aumento del
pepsindgeno (I y I1); cuando la atrofia se incrementa las células principales son reemplazadas

por glandulas piléricas, lo que hace que el pepsindégeno Il permanezca inalterado y el
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pepsindgeno | disminuya, por lo que la relacion I/l se reduce. El pepsinégeno | se ha
identificado como un buen indicador serolégico de la gastritis atrdfica especialmente en la
deteccion de sujetos con gastritis atrofica extensa, la cual también se puede asociar a
metaplasia intestinal como una respuesta a la agresion crénica, incrementando el riesgo de
desarrollar cancer gastrico, ya que el 70% de los pacientes con este tipo de cancer son

positivos para H. pylori (Korstanje et al., 2002; Weingart et al., 2004).

La gastrina es un péptido producido por células endocrinas G de la mucosa del antro en
respuesta a una serie de estimulos asociados con digestion y la estimulacién vagal, es el mas

potente estimulador de la secrecion de acido gastrico (Begos & Modlin, 1994).

La gastrina se sintetiza como una pre hormona para luego ser modificada por una alfa-
amidacion y dar lugar a formas activas de la gastrina (G34, G17 y la G13/14). En el hombre, la
G-17 tiene una vida media en circulacién de alrededor de 9 minutos, mientras que G34 que es
la gastrina circulante en ayunas tiene una vida media de alrededor de 35 minutos. La
concentracion de gastrina en ayunas suele ser inferior a 30 pmol/L (equivalente a 62,9 pg / mL),
mientras que los pacientes con sindrome de Zollinger-Ellison y gastrinomas tienen niveles
superior a 1.000 pg/mL”. Por lo que una hipergastrinemia en suero en combinacién de un valor
elevado de pepsindgeno | sugiere fuertemente la posibilidad de dicho sindrome (Paterson, et
al., 2004).

La cafeina, el alcohol, hipoglucemia, los antiacidos y los niveles elevados de calcio también
estimulan la secrecion de gastrina. El aumento de los niveles de gastrina sérica estan asociados
con Ulcera duodenal, infeccién por H. pylori, carcinoma colorrectal y otros tumores cancerosos
(Begos & Modlin, 1994).

I. Tratamiento
El tratamiento contra la infeccion de H. pylori es muy complejo e incluso ha sido objeto de
controversia durante muchos afios. Actualmente, tras comprobar que la erradicacién de
H. pylori disminuye a corto y largo plazo, de forma notable las recidivas de las Ulceras, y las
complicaciones de éstas, su papel dentro del desarrollo y tratamiento de la enfermedad es
universalmente aceptado, debido a la efectividad para la erradicacion de la bacteria (Berardi et
al., 2004; Welage et al., 2005; Ramirez et al., 2003).

Hasta la fecha, el tratamiento mas eficaz para el H. pylori incluye los regimenes de tres y de

cuatro drogas, especialmente aquellos que contienen un inhibidor de la bomba de protones
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(IBP) y dos antibidticos, ya que las tasas de curacion son tipicamente mas altos con estas
terapias. Dos regimenes de drogas tienden a tener una menor tasa de curacion y no deben
utilizarse. Por lo tanto, un régimen de tres drogas o posiblemente un pre-envasados, son
recomendados como el medio mas eficaz para el tratamiento de las Ulceras causadas por
H. pylori (Gisbert, Calvert, Gomollon, & Monés, 2005).

La primera pauta eficaz utilizada fue la "triple clasica" que asocia un imidazol (metronidazol o
tinidazol) con tetraciclina y amoxicilina durante dos semanas. Esta fue sustituida por otras que
combinan un IBP (normalmente omeprazol) con dos antibidticos (fundamentalmente
amoxicilina, claritromicina o metronidazol) son mas faciles y cobmodas para el paciente, logrando
tasas de erradicacion superiores al 90%. La asociacion de un IBP (generalmente omeprazol)
con claritromicina y amoxicilina (conocida como la OCA) es la pauta mas utilizada. También se
puede utilizar una triple terapia con un IBP, amoxicilina y metronidazol. Es preferible reservar la
pauta que incluye IBP con metronidazol y claritromicina como de segunda linea para evitar que

se pueda desarrollar resistencia a los dos antimicrobianos (Ramirez et al., 2003).

El tratamiento triple, aunque es eficaz, tiene diversas limitaciones, entre las que se incluyen
el riesgo de incumplimiento del paciente y la aparicibn de efectos secundarios como
estrefiimiento y nauseas en un 20 a 30% de los pacientes. Los regimenes mas sencillos (dos
farmacos) y mas cortos (7 a 10 dias) no son tan eficaces como el tratamiento triple durante 14
dias. Actualmente se dispone de dos formulaciones que contienen el tratamiento completo
contra H. pylori como Helidac® (Metronidazole-Tetraciclina-Bismuto), Prevpac® (amoxicillina,
claritromicina, y lansoprazol), que se administra cuatro veces al dia junto con un medicamento
anti secretor durante al menos 14 dias, y Pylera® (metoclopramide) que también es eficaz en el
tratamiento de Ulcera inducida. El uso de estos productos, se consideran las mejores opciones
en eficacia, favoreciendo el cumplimiento de los regimenes de tratamiento; sin embargo el

costo es mas elevado (Berardi et al. 2005; Harrison, 2001).

En Guatemala se investigdé la efectividad de diferentes esquemas de triple terapia para
erradicar la infeccion gastrica por H. pylori en adultos sintométicos. La triple terapia usada
contenia 2 componentes estables, Amoxicilina (Amox, 500 mg PO c¢/8 hrs.) y Tinidazol (250 mg
PO c/12 hrs), a los que se les agreg6 una sal de bismuto (Bi) fuera Subsalicilato de Bi (SSB,
525 mg PO qid) o Subcitrato de Bi (SCB 120 mg POD qid). Dicho estudio demostré que la
erradicacion de H. pylori fue mayor en los esquemas que duraron 30 dias que en los de 20 dias,
asi como también en los esquemas conteniendo SCB se asociaron de un grado mayor de

erradicacion que aquellos con SSB (Schneider et al., 1994).
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En caso de que la triple terapia no erradique a H. pylori por tratarse de una cepa resistente al
metronidazol, claritromicina, amoxicilina y tetraciclina, el paso siguiente es el uso de una terapia
cuadruple en la cual el metronidazol es sustituido por claritromicina (o viceversa). Se ha
utilizado con buenos resultados la combinacion de pantoprazol, amoxicilina y rifambutina
durante 10 dias, observandose un indice de curaciéon de un 86% en personas infectadas con
cepas resistentes. Algunos autores sefialan que la discrepancia entre la efectividad de la terapia
puede indicar que la bacteria no esta distribuida de manera uniforme en el estbmago e incluso
20% de los pacientes pueden dar positivo a H. pylori 6 semanas después de la administracion

de una triple terapia (Garcia, 2004; Harrison, 2001).

Recientemente se han propuesto pautas que asocian un IBP con farmacos como rifabutina o
levofloxacina y amoxicilina, aunque con ellas se tiene todavia poca experiencia (Garcia, 2004).

Algunos antibiéticos han sido efectivos en el tratamiento de H. pylori a continuacion se
describen algunos de los mas importantes:
1. Antibiéticos betalactamicos: han tenido buena respuesta, sobre todo la amoxicilina,
que ha sido utilizada con éxito en doble y triple terapia; ademas es uno de los antibioticos
gue, se ha comprobado que no ha creado resistencias (Gil, 2002).

2. Macrdlidos: en principio presentaron una excelente actividad "in vitro" pero “in vivo”
presentan poca eficacia. Recientemente, la claritromicina ha obtenido gran aceptacion,
sobre todo en tratamientos triples, siendo actualmente el antibi6tico de eleccion en casi
todas las pautas empleadas. Su resistencia es escasa, aunque se han encontrado

algunos casos (4%) (Berardi et al. 2005).

3. Tetraciclinas: se han mostrado eficaces tanto "in vitro" como "in vivo", sobre todo en
tratamientos de terapia triple; su problema lo constituye la intolerancia al medicamento y
su dificultad o imposibilidad de tratamiento pediatrico debido a los problemas de

crecimiento y en el esmalte de los dientes (Berardi et al., 2005).

4. Nitroimidazoles: se han utilizado de forma amplia en el tratamiento de esta infeccion;
junto a tetraciclinas y sales de bismuto, obteniendo una de las tasas mas altas de
erradicacion. También se usa en combinacibn con omeprazol y claritromicina o
amoxicilina obteniendo brillantes resultados. Su utilidad viene limitada por la aparicién
frecuente de resistencias que en Pera han llegado a ser alrededor del 25% (Weingart et
al., 2004).
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5. Fluorquinolonas: son los que han tenido menos éxito en la practica diaria, siendo la

ciprofloxacina la que mas eficacia ha mostrado hasta el momento (Gisbert et al. 2005).

Otros antibidticos: rifampicina, aminoglucdsidos, vancomicina, trimetroprin y sulfametoxazol

no han resultado eficaces (Weingart et al. 2004).

También se utilizan otros tratamientos en busca de erradicar la bacteria, algunos de los mas

importantes son:

a. Sales de bismuto: alcanzan buenas concentraciones en la mucosa gastrica y se han
mostrado Utiles, sobre todo, en triple terapia y ademas lo son también, en el tratamiento de
la enfermedad ulcerosa

b. Blogueadores de los receptores H, de la histamina: a pesar de que Hentschal y col.
publicaron en 1993 un estudio en el que comunicaban que obtuvieron un 89% de éxitos con
ranitidina, amoxicilina y metronidazol, el resto de trabajos reportados en la literatura no
avala la utilizacién de estos farmacos en el tratamiento de la infeccion por H. pylori. En el
2005 se elabord un preparado de bismuto, asociado a ranitidina y citrato para formar
ranitidato de bismuto-citrato que, asociado a antibiéticos, da buenos resultados.

c. Omeprazol: es un farmaco que reduce la secrecion de &cido gastrico a través de un
mecanismo altamente selectivo. Es un IBP en la célula parietal gastrica. Actla rapidamente
y produce un control mediante la inhibicién reversible de la secrecion acida del estbmago
con solo una dosis diaria (Cifuentes, 2002). Actualmente es uno de los farmacos mas
utilizado, tanto en triple como en doble terapia. De igual manera, también se han empleado,

con resultados similares, otros IBP como lansoprazol y pantoprazol (Gisbert et al. 2005).

La erradicacion de H. pylori con omeprazol y antibiéticos va asociada a un rapido alivio de
los sintomas, una elevada tasa de cicatrizacion de las lesiones en la mucosa y una remision
prolongada de las Ulceras pépticas, reduciéndose asi la aparicion de complicaciones como el
sangrado gastrointestinal y la necesidad de la administracion prolongada de antisecretores
(Gatta, 2003).

El objetivo principal del tratamiento para las Ulceras causadas por H. pylori es erradicar o
destruir las bacterias, en general, se desea tener un régimen de tratamiento que proporcione al
menos un 80% de tasa de curacion. La reinfeccién después de la erradicacion con éxito de la
bacteria es rara en Estados Unidos, siendo menor al 1%/afio (Paterson, et al., 2004; Berardi et
al. 2005).
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Para el tratamiento también se pueden usar combinaciones con regimenes de dos, tres, y

cuatro drogas o la combinacion de varios medicamentos (Cuadro 1).

Tabla 1. Clases de farmacos usados para tratar la infeccion por H. pylori

Tipo Drogas
Antibioticos amoxicilina, claritromicina, metronidazol, tetraciclina
Bloqueadores de receptores H?- cimetidina, famotidine, nizatidine, ranitidina

Inhibidores de la bomba de protones esomeprazol, lansoprazol, omeprazol, pantoprazole,

(IBP) rabeprazol
Agentes cytoprotectivo subsalicilato de bismuto, subcitrato de bismuto potasio,
sucralfato
Productos de combinacion Helidac®, Prevpac ®, Pylera ®

Fuente: Garcia R. Tratamiento sobre la infeccién por Helicobacter pylori. Revista Sistema Sanitario de Navarra. 2004 Vol. 21

Suplemento 2.

La duracion de la terapia necesaria aun es motivo de controversia. Algunos médicos
favorecen realizar 7 dias de tratamiento, mientras que otros médicos opinan que se mantenga
el tratamiento de 10 a 14 dias. Un tratamiento de corta duracién puede tener buenos resultados
en algunos casos. Sin embargo, la duracién del tratamiento depende de la respuesta obtenida.
Si el primer tratamiento no tuvo éxito, se necesitara extender el mismo a 14 dias de duracion,
segun lo recomendado por el Colegio Americano de Gastroenterologia. No obstante, si la
terapia con 14 dias falla, probablemente la bacteria es resistente a los antibiticos, en estos
casos es necesario realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana (Berardi et al. 2005; Garcia,
2004).

El LOPRAL HELIPACK® aprobado en junio de 2007 es un tratamiento que tiene como
funcién la erradicacion de H. pylori. Esta compuesto por un blister que contiene 30mg de
lansoprazol, 500mg de amoxicilina y 500mg de claritromicina, el cual se realiza en 10 dias.
Gutierrez y otros (2009), determinaron que al emplear esta triple terapia, H. pylori fue
erradicado en 90,5% de los pacientes evaluables (por protocolo) y en 88,5% por intencién de
tratar, obteniendo una tasa de erradicacion de mas del 90%, siendo mas costo-eficaz que otros
esquemas (IMVIMA, 2007).

a. Efectos secundarios a los antibidticos
Como en cualquier otro tipo de tratamiento antimicrobiano, el uso de antibiéticos, ademas de

provocar posibles alergias, presenta una serie de efectos secundarios o adversos, que pueden
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ser una importante causa de abandonar el mismo, fracasando asi la erradicacion. Los efectos
adversos son especialmente frecuentes (21%) en la terapia triple clasica (bismuto, tetraciclina y
metronidazol) y mas raros en los tratamientos en donde se utiliza el omeprazol (6%). Estos
efectos, sobradamente conocidos consisten habitualmente en cefaleas, nauseas, vomitos,
sensacion de mareo, que en ocasiones provocan la encefalopatia por bismuto y problemas en
el crecimiento éseo y del esmalte de los dientes producidos por el uso de tetraciclinas en nifios
(Weingart et al. 2004).

b. Resistencia a los antibidticos

Las cepas resistentes a antibioticos son la causa mas frecuente del fracaso al tratamiento
para erradicar la infeccién por H. pylori de hasta el 20%. En la actualidad, estudios han
evidenciado que la principal causa de resistencia es metronidazol, con alrededor del 25-30%.
En paises en vias de desarrollo se reportan hasta un 95% de resistencia en cepas aisladas en
América del norte y Asia. Ademas, se han descrito resistencias de 4%, con claritromicina y
hasta un 10% en las personas en Estados Unidos (Paterson et al., 2004; Weingart et al., 2004).

Diaz- Regafion (2006), en Espafia, investigo el patron de sensibilidad a los antibioticos, para
lo cual analizaron 36 aislamientos clinicos de H. pylori. Se determin6 la CMI por difusion y
dilucion en agar y la deteccion de los genes vaca y cagA se realizd6 por PCR convencional.
Todas las cepas fueron sensibles a la amoxicilina y la tetraciclina. La resistencia al metronidazol
por difusion y por dilucién fue del 35,7% y el 36,1%, y a la claritromicina del 21,4% vy el 22,3%,
respectivamente. Hubo una cepa con resistencia intermedia a la claritromicina (CMI de 0,38

mg/l) por el método de difusion en agar, que se incluy6 entre las cepas resistentes.

Daiva Dailidiene (2002), en Washington, determin6 que la tetraciclina es util en las terapias
combinadas contra H. pylori. El estudio demostr6 que menos del 1% de las cepas aisladas
fueron tetraciclina-resistente (TetR). Los autores sugieren que la rareza de la resistencia a la
tetraciclina entre los aislados clinicos refleja la ocurrencia de multiples mutaciones ribosomales,
sin embargo sefialan que contribuye de forma importante la especificidad de huésped y la

virulencia genética de la bacteria.

Contreras (1999), investigd en Guatemala la susceptibilidad antibiética de H. pylori,
determinandose que de 120 cepas que se aislaron, el 90% fue susceptible a claritromicina, el
98.3% a tetraciclina, y el 100% de eritromicina. Asi también se pudo observar que hubo

resistencia a amoxicilina y metronidazol de 24.2% y 41.7%, respectivamente.
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3. Contraindicaciones:

No se recomienda tratamiento en los siguientes casos:

a. El tratamiento con antibidticos no debe administrarse a menos que una prueba de
diagndstico de H. pylori sea positiva. La ausencia de H. pylori en la Ulcera péptica es
un diagnéstico inusual y puede ser indicativo de una etiologia mas grave.

b. Nifios con resultado positivo y enfermedad no ulcerosa o dolor abdominal recurrente.
Nifios positivos asintomaticos con historia familiar de Glceras o cancer gastrico.
Nifios positivos con talla baja y anemia de origen no gastrico.

c. Si la persona sospecha o esta embarazada, debe informar a su médico para que
pueda tomar la decision de no tratar su infeccion por H. pylori o utilizar una
combinacién especial de la terapia antimicrobiana.

d. Si el tratamiento fracasa, su médico debe tratar de no utilizar la misma combinacion
de los antibiéticos de nuevo. H. pylori facilmente se convierte en resistentes a
metronidazol y claritromicina por tanto, estos agentes no deben ser usados dos
veces. Después de la terapia para confirmar su erradicacion, se deben evitar los
agentes antimicrobianos durante 4 semanas y omeprazol durante una semana antes
de realizar una prueba de diagnéstico (Garcia, 2004).

e. En Guatemala los tratamientos a largo plazo con preparaciones antiacidas han dado
éxito, aunque la mayoria de los pacientes han recaido en el siguiente afio. Sin
embargo el tratamiento de las Ulceras como enfermedad infecciosa, ha hecho
posible la cura permanente de la misma. El tratamiento de las infecciones de
H. pylori habitualmente consiste en una combinacién de farmacos que incluye
metronidazol, un segundo antibiético como la tetraciclina o la amoxicilina y una
preparacion antiacida que contenga bismuto. El tratamiento combinado mantenido
durante 14 dias, elimina la infeccién de H. pylori y determina una curacién duradera

de las tlceras (Hernandez, 2009).
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IV. JUSTIFICACION

Helicobacter pylori es una bacteria que afecta a mas del 50% de la poblacion mundial. Se ha
clasificado como carcindégeno tipo | debido a que es agente causal de patologias géstricas como

Ulcera péptica, linfomas y adenocarcinomas gastricos (Triana, 2001).

En los paises desarrollados, la infeccidbn por este agente patégeno es poco frecuente en
nifios y aumenta gradualmente en funcion de la edad, llegando a alcanzar niveles del 30 % de
infeccion a los 30 afios de edad. En cambio en los paises en desarrollo, la mayor parte de sus
habitantes se encuentran infectados independientemente de la edad, llegando esta infeccion a
valores cercanos al 70 %, lo cual demuestra la existencia de una relacién inversa entre el grado

de infeccion con esta bacteria y el nivel socioecondmico de la region (Triana, 2001).

Guatemala, al ser un pais en vias de desarrollo, presenta altos porcentajes de infeccion
asociada a H. pylori. Estudios realizados indican que adultos sanos menores de 40 afios tienen
una positividad de anticuerpos IgG del 79% y en adultos mayores de 40 afios del 87%
(Rodriguez, 2000).

En la actualidad, dicha bacteria es diagnosticada principalmente por métodos no invasivos
(determinacién sérica de anticuerpos y de antigeno fecal) los cuales pueden presentar
variabilidad en su sensibilidad y especificidad. El presente estudio tuvo como principal objetivo
determinar dentro del panel de pruebas, la mas sensible y especifica en el diagnéstico de la
infeccion por H. pylori, y posteriormente evaluar la efectividad del tratamiento con base a la
negativizacion de las pruebas de anticuerpos especificos y el antigeno fecal. Asi también se
asociaron los niveles del indice de pepsinégeno /Il con la sintomatologia para evaluar el

estado funcional de la mucosa gastrica.

En Guatemala, no existen datos que demuestren la comparacion de sensibilidad vy
especificidad de las pruebas serolégicas y antigeno fecal utilizadas en la fase pre —tratamiento y
post-tratamiento, por lo que fue importante evaluarlas tanto para establecer la mejor prueba
para el diagnéstico inicial de la infeccibn como para la evaluacion de la erradicacion de la
infeccion posterior a la administracion del tratamiento. Para ello, en la etapa pre-tratamiento las

pruebas fueron comparadas con el resultado histolégico de la biopsia como estandar de oro.
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V. OBJETIVOS

A. General:

Identificar las pruebas no invasivas méas sensibles y especificas en el diagnéstico de la
infeccion por Helicobacter pylori en pacientes dispépticos sometidos a biopsia.

B. Especificos:

1. Evaluar la sensibilidad y especificidad de las pruebas de antigeno fecal, anticuerpos
IgM, 1gG (cagA) e IgA para el diagnéstico de la infeccion por Helicobacter pylori.

2. Determinar el grado de concordancia de cada prueba evaluada respecto al resultado de

la biopsia.
3. Determinar la efectividad del tratamiento con base en la comparacion de la presencia
del antigeno fecal y anticuerpos IgM, IgG (cagA) e IgA en la etapa pre y post-

tratamiento.

4. Asociar los niveles del indice de pepsinégeno | /Il con la sintomatologia del paciente

antes y después del tratamiento de la infeccién por Helicobacter pylori.
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VI.

Hipotesis:

Debido a que el presente estudio es de tipo descriptivo, no se incluye hipétesis.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo: Pacientes dispépticos que consultaron el &rea de endoscopia
del Instituto de Cancerologia (INCAN).

Muestra: 178 pacientes dispépticos sometidos a endoscopia. Los participantes

voluntarios cumplieron los siguientes criterios:

a. Criterios deinclusién
1. Ser mayor de edad
2. Presentar sintomas de dispepsia: dolor o molestia en la parte alta del
abdomen, nauseas, distensién o hinchazén del abdomen, plenitud o saciedad
precoz con la ingesta de alimentos.
Pacientes citados para realizarse endoscopia.
Firmar el consentimiento informado.

Estar dispuesto a participar en el seguimiento por cinco meses.

El paciente financi6 el costo de la endoscopia y sus medicamentos.

b. Criterios de exclusion:

=

Vivir fuera del perimetro capitalino.

2.  No tener refrigeradora para guardar la muestra de heces un dia antes de
llevarla al laboratorio, en caso de ser necesario.

3. No estar en la disposicion de completar el tratamiento después del

diagnéstico.

4. Pacientes que estuvieron bajo tratamiento con antibigticos.
c. Consentimiento informado:
A cada uno de los pacientes que asistieron para la realizaciéon de endoscopia se les

realiz6 un consentimiento informado, basado en lineamientos éticos, en el cual se informdé los

mecanismos de toma de muestra y andlisis a realizar, etc (Anexo 1).
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B. Recursos

1. Humanos:

a.

b.

Investigadores.
Nadia Isabel Hornquist Hurtarte
Margarita Asuncién Benito Zufiiga
Estuardo Alejandro Maldonado
Maria José Camo Ordofiez
Asesores:
MSc. Vivian Matta de Garcia

Licda. Karla Lange

2. Institucionales:

d.

3. Fisicos:

a.

Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN).

Unidad de Inmunopatologia de Enfermedades Tropicales, Departamento de

Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Unidad de Estadistica y Biométrica.
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONCYT).

Materiales:

Tubos vacutainer sin aditivo (tapén rojo) de 5mL
Tubos vacutainer con EDTA 0.5% (tapén morado) de 4mL
Tubos de vidrio desechables de 12 x 75 mm
Recipientes plasticos para toma de muestra de heces
Papel parafilm

Bolsas rojas para descarte de desechos bioinfecciosos
Bolsa negra para desechos comunes

Bolsas blancas para desechos especiales
Descartadores de punzocortantes

Hielera para transporte de muestras

Pipetas automaticas (20 — 200 uL y 200 — 1000 uL)
Pipetas Pasteur

viales de criopreservacion

Camisas para vacutainer
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Puntas para pipetas

Botella de lavado o un sistema de lavado automatico
Ligadura

Algodon

Papel aluminio

Hielo o refrigerante
Marcador indeleble
Lapiceros

Agua desmineralizada

Hoja de registro de pacientes
Guantes

Agujas vacutainer 21x %2

Gradillas

Equipo:

Centrifuga a -1 °C

Refrigeradora a -20 °C

Refrigerador de 2 a 8 °C (almacenamiento de reactivos)
Lector de ELISA con filtros de 450 nm / 630nm / 405 nm
Agitador de microplacas

Vortex

Cronometros

Incubadora

. Reactivos:

Kit de IgG cagA International Inmunodiagnostics ©
Kit de IgM International Inmunodiagnostics ®

Kit de IgA International Inmunodiagnostics ®

Kit Pepsinégeno | International Inmunodiagnostics ®
Kit Pepsinégeno Il International Inmunodiagnostics ©
Kit de antigeno fecal Anarapid ® ANALYT, S.A.

Isopropanol al 70%
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C. Procedimientos y Metodologia

1. Seleccién del paciente
Se seleccionaron a los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion previamente

mencionados.

2. Ficha epidemioldgica de los pacientes y ficha de resultados de analisis de
laboratorio
Se completd una ficha epidemiol6gica por cada paciente obteniendo informacion de datos
personales, sintomatologia y antecedentes familiares relacionado a la infeccion por H. pylori
(Anexo 2).

Con el objetivo de llevar un control en el seguimiento de los pacientes, se utilizé6 una ficha
de resultados de andlisis de laboratorio , incluyendo informaciéon de las pruebas seroldgicas,
antigeno fecal y resultados microbiologicos de las biopsias obtenidas en la endoscopia de los
pacientes participantes, debido a que se trabajé en conjunto con el seminario “Aislamiento de
H. pylori e inhibicibn de la bacteria por diez extractos de plantas medicinales utilizadas
popularmente en el tratamiento de infecciones gastrointestinales” que formé parte del proyecto
de investigacion “Evaluaciéon de las alternativas de diagndstico por H. pylori: Blusqueda de

alternativas de diagnéstico y evaluacién de productos naturales para el tratamiento” (Anexo 3).

3. Tomade Muestra

a. Muestra de sangre: a cada paciente, luego de haber firmado el consentimiento
informado y antes de realizarle la endoscopia, se le extrajeron 5 mL de sangre venosa a
través del sistema vacutainer®, para la determinacién de anticuerpos anti H. pylori IgM,
IgG (cagA) e IgA, pepsindgeno 1y Il. Las muestras fueron centrifugadas y alicuotadas a
temperatura ambiente y luego trasportadas en cadena de frio al laboratorio, para
posteriormente conservarse a —80 °C hasta el momento de realizar las pruebas. Cada
una de las muestras fue debidamente rotulada con la fecha de toma de muestra, cédigo
del paciente, el cual fue asignado al momento de la toma de datos para la ficha

epidemioldgica (a la cual se le asign6é un nimero de orden correlativo).

El mismo procedimiento se realiz6 cinco meses después de haber finalizado el tratamiento.
Se utilizé el mismo cdédigo, agregandole anteriormente la letra “P” que indicaba la fase

post-tratamiento.
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b. Muestra de heces: Los pacientes proporcionaron una muestra de heces, la cual
fue transportada en cadena de frio al laboratorio para su posterior andlisis. El mismo

procedimiento se realizé cinco meses después de haber finalizado el tratamiento.

4. Pruebas diagnésticas
A cada paciente del estudio se le realizé un panel de pruebas que incluyo:
a. Anticuerpos IgM anti H. pylori
Anticuerpos IgA anti H. pylori
Anticuerpos IgG anti H. pylori cag A

b

c

d. Antigeno de H. pylori en heces
e Niveles de pepsinégeno |

f

Niveles de pepsindgeno |l
a. Determinacién de anticuerpos IgM por ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Preparacion de reactivos:

1. Todas las muestras y los reactivos del kit fueron llevadas a temperatura ambiente
(20-25 °C) y se mezclaron suavemente antes de utilizarlos.

2. Solucién de lavado (10x): Se prepar6 el tampon de lavado mediante la adicion de agua
desmineralizada a la solucién de lavado concentrada (10x) para obtener un volumen

final de 1 litro: 100 mL de solucién de lavado 10x + 900 mL de agua desmineralizada.

Procesamiento de muestras:
1. Micropozos:

Al: Blanco

B1: control negativo

C1.: control positivo

D1: Calibrador Cut-off

E1l en adelante: muestras

Se colocé el nimero deseado de pozos en la microplaca de soporte.

3. Se preparo6 dilucion 1:40 (pipetear 5uL de la muestra, control negativo, control positivo y
calibrador + 200uL de la solucion sorbente) y se mezclo6 bien.

4. Se pipete6 100uL de la dilucién del suero, calibrador y controles en los pozos apropiados
y se identificaron. Para el blanco de reactivo se agregé 100uL de la solucion sorbente en

la posicion 1A de la microplaca.
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10.
11.
12.

13.

Nota: Se eliminaron las burbujas de aire del liquido golpeando suavemente la
microplaca y se mezclo bien.

Se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C)

Se removio el liquido de todos los pozos y se realiz6 lavando tres veces con el buffer de
lavado: 350 uL/pozo en cada ciclo. Tiempo de remojo de 20 segundos entre ciclos.

Se agreg6 100ul de conjugado enzimatico a todos los pozos.

Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C).

Se removié el conjugado enzimético de todos los pozos y se repitié el lavado por tres
veces con el buffer de lavado: 350 uL/pozo en cada ciclo. Tiempo de remojo de 20
segundos entre ciclos.

Se agreg6 100ul de substrato TMB cromogénico a todos los pozos.

Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se agreg6 100ul de HCI 2 N para detener la reaccion.

Nota: Se eliminaron las burbujas de aire en cada pozo antes de la lectura.

Se leyeron a 450 nm con un lector de microplaca.

Célculo de los resultados

e A partir de cada una de las absorbancias obtenidas de la lectura del equipo, se
calculd la DO (Densidad Optica) crudo restando a todas las absorbancias de las
muestras, controles y calibrador, la absorbancia del blanco de reactivo.

e Se calculd la DO neto de cada determinacién, dividiendo la DO cruda de cada
muestra dentro del factor del ensayo (el valor del calibrador cut -off por el factor

especificado por el fabricante).

Interpretacion

¢ Negativo: indice menor o igual a 0.90
e Indefinido: indice de 0.91 a 0.99
e Positivo: indice mayor o iguala 1.00

b. Determinacién de anticuerpos IgA por ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Preparacion de Reactivos:

1. Todas las muestras y los reactivos del kit fueron llevados a temperatura ambiente (20-

25 °C) y mezclados suavemente antes de utilizarlos.
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10.
11.
12.

13.

Solucion de lavado (10x): Se preparé tampon de lavado mediante la adicion de agua
desmineralizada a la solucion de lavado concentrada (10x) para obtener un volumen

final de 1 litro: 100 mL de Solucion de lavado 10x + 900 mL de agua desmineralizada.

Procesamiento de muestras:

Micropozos:

Al: Blanco

B1: control negativo

C1.: control positivo

D1: Calibrador Cut-off

E1 en adelante: muestras.

Se coloco el nimero deseado de tiras recubiertas en el soporte.

Se prepard dilucion 1:40, adicionando 5ul de la muestra, control negativo, control
positivo y calibrador en 200ul de la solucién sorbente y se mezclé bien.

Se agreg6 100ul de la dilucién del suero, calibrador y controles en los pozos apropiados
e identificados. Para el blanco de reactivo agregar 100ul de la solucién sorbente en la
posicion 1A de la microplaca.

Nota: Se eliminaron las burbujas de aire del liquido golpeando suavemente la microplaca
y se mezclé bien.

Se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente (25°C).

Se removié el liquido de todos los pozos y se realizé tres ciclos de lavado con buffer de
lavado (350uL/pozo)

Se agreg6 100ul de conjugado enzimatico a cada pozo.

Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C)

Se removid el conjugado enzimatico de todos los pozos y se realizd tres ciclos de
lavado con buffer de lavado (350uL/pozo)

Se agreg6 100ul de substrato TMB cromogénico a todos los pozos.

Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se agreg6 100ul de solucién de parada (HCI 2N).

Nota: Se eliminaron las burbujas de aire en cada pozo antes de la lectura.

Se leyeron a 450 nm con un lector de microplacas.

Célculo de los resultados

e A partir de cada una de las absorbancias obtenidas de la lectura del equipo, se
calculdo la DO cruda restando a todas las absorbancias de las muestras,

controles y calibrador, la absorbancia del blanco de reactivo.
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e Se calculd la DO neta de cada determinacién, dividiendo la DO crudo de cada
muestra dentro del factor del ensayo (el valor del calibrador cut -off por el factor

especificado por el fabricante).

Interpretacion

e Negativo: indice menor o igual a 0.90
e Indefinido: indice de 0.91 a 0.99
o Positivo: indice mayor o igual a 1.00

c. Determinacion de anticuerpos IgG (cagA) por ensayo inmunoenzimético
(ELISA)

Preparacion de los reactivos

1. Previo a utilizar la microplaca fue llevada a temperatura ambiente (alrededor de 1 hora)
antes de utilizarlas.

2. Previo a utilizar los componentes para la curva de calibracion se mezclaron
cuidadosamente en el vortex.

3. Se reconstituyé el suero control, afiadiendo 2 mL de agua desmineralizada al polvo
liofilizado. Se dej6 disolver completamente y luego se mezclaron suavemente en
vortex. Para conservarlas se congelaron en alicuotas a -20 °C.

4. Se realizaron diluciones de la solucién tampdn de lavado concentrada (20x) con agua
destilada y se mezclaron suavemente de extremo a extremo antes de su uso.

Nota: Durante la preparacion se debié evitar la formacién de espuma o burbujas ya que
pudoé tener un impacto en la eficiencia de los ciclos de lavado.

Nota: Una vez diluida, la solucién de lavado es estable durante 1 semanaa2a8°C.
Procesamiento de Muestras (Determinacion cuantitativa):

Se diluyeron las muestras de 1:101 en un tubo de dilucion adecuadamente rotulado

(pipetear 1000 pL diluyente a + 10 yL de muestra) y se mezclaron con cuidado en vortex.

Nota: los calibradores estan listos para usar, no deben diluirse.

1. Se coloco el numero de pocillos necesarios en la microplaca y se dejaron los pocillos
Aly B1 vacio para el blanco.

2. Se pipeted 100 uL de los calibradores y 100 uL de suero control por duplicado. Luego

se pipetearon 100 pL de muestras diluidas en cada pocillo debidamente identificado.
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Se incubd la microplaca durante 60 minutos a 37 °C, sellando con adhesivo.
Se lavaron los pocillos (4-5 ciclos de lavado dispensando 350ul/pozo de solucién de
lavado = 1 ciclo, esperar de 20-30 segundos entre cada ciclo).

5. Se pipetearon 100 uL de conjugado enzimatico en cada pocillo, excepto Al y B1 (pozos
del blanco) y se cubrieron con el sellador.

Se incubd la microplaca durante 60 minutos a 37 °C.

Se lavaron los pocillos como en el paso 5.

Se pipetearon 100 uL de mezcla cromégeno / sustrato en cada pocillo, incluyendo los
pozos Aly B1. Se incubd la microplaca a temperatura ambiente (18-24°C) durante 20
minutos.

Nota: No exponga la microplaca y el reactivo a la luz directa.

9. Se pipeted 100 yL de acido sulfurico para detener la reaccion enzimatica en todos los
pozos con la secuencia de pipeteo mismo que en el paso 9. EIl control positivo y las
muestras positivas viran del color azul al amarillo.

10. Se midié la intensidad del color de la solucién en cada pocillo en el lector de microplacas
con un filtro de lectura de 450 nm y un segundo filtro entre 620-630nm.

Célculo de resultados:

A partir de la absorbancia obtenida de los 6 calibradores del kit se grafic6 una curva de
absorbancia versus concentracion, obteniendo a través de una regresion lineal la ecuacion
de la recta (y=mx + b), en la cual se sustituye el valor de absorbancia de la muestra para

obtener la concentracién en arb U/mL.

Interpretacion:
¢ Negativo: concentracion inferior al 5 arb U/mL.

e Positivo: concentracion superior al 5 arb U/mL.

d. Antigeno de H. pylori en heces por inmunocromatografia (Prueba rapida)

Preparacion de Reactivos:

¢ No necesitan preparacion previa, ya que se almacenan a temperatura ambiente
(25°C).
Procesamiento de muestras:
1. Se colect6 suficiente cantidad de heces (1-2 mL o gr) en un envase colector de muestras

limpio y seco para obtener la cantidad importante de antigenos.
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Para procesar muestras fecales
Muestras sélidas: se introdujo el aplicador dentro de la muestra fecal en al menos 3 sitios
diferentes para colectar aproximadamente 50 mg de heces.
Muestras liquidas: se sostuvo el gotero verticalmente y se aspird6 la muestra fecal,
transfiriendo 2 gotas (aproximadamente 80 uL) dentro del tubo colector de la muestra que
contiene el buffer de extraccion.
Se ajusto la tapa del tubo colector de la muestra y se agité vigorosamente el tubo para
mezclar la muestra con el buffer de extraccién y dejando el tubo reposando por 2 minutos.
Antes de abrir el sobre estos se llevaron a temperatura ambiente. Nota: Remover la placa
del sobre laminado y usarlo tan pronto sea posible. Los mejores resultados se obtienen
cuando el examen se realiza inmediatamente después de abrirse el sobre laminado.
Se rompié la punta del tubo colector de la muestra, transfiriendo 2 gotas completas de la
muestra extraida al pozo de la muestra (S) de la placa de examen.
Se leyeron los resultados a los 10 minutos después de haber dispensado las gotas de la
muestra. Se recomienda no leer los resultados después de 20 minutos.

Interpretacion:
¢ Positivo: se observé una linea coloreada en el control (C) y la otra en prueba (T).

¢ Negativo: solo se observo linea coloreada en el control (C).

e. Deteccion de Pepsinégeno | (ELISA).

Preparacion de los reactivos
Antes de usar todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente.
Solucién de lavado concentrada (30x): Se prepard la solucion de lavado con 20 mL de
solucion de lavado concentrada (30x) + 580 mL agua desmineralizada.
Se reconstituy6 los controles positivo y negativo agregando 1mL de agua desmineralizada.
Calibradores/ estandares:

e Estandar 1: Se reconstituyeron con 1.0 mL de agua destilada.

e Esténdar 2 -6: Se reconstituyeron con 0.5 mL de agua destilada.
Mezcla de anticuerpos (Ac) trazador/captura: (para una tira de micropozos): en un tubo se
agreg6 1mL de diluyente trazador + 50 uL de Ac trazador + 50 uL de Ac. Captura.
Nota: Debe utilizarse una preparacion fresca cada vez que se corra la prueba.
Sustrato HPR (peroxidasa de rabano): listo para usar.

Acido Sulfurico 0.5M (Solucién Stop): listo para usar.
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* Todos los estandares y controles se deben dejar reposar por 10 minutos después mezclar
bien y suavemente.

NOTA: Asegurarse que el sélido de los estandares y controles.se disuelva por completo

antes de usar. Las diluciones se almacenaron a -10°C. No superar los tres ciclos congelacién-

descongelacion.

Procesamiento de muestras:
1. En las placas recubiertas de estreptavidina se colocaron los estdndares, los controles y las
muestras desconocidas, en el siguiente orden:
e Al-F1: Estandares del 1 al 5.
e G1-H1: Controles
e A2 en adelante: Muestras
2. Preparacion de la solucion de trabajo: se agregé: 1mL de diluyente trazador + 50 uL de Ac
trazador + 50 uL de Ac. Captura.
3. Se agreg6 en los micropozos correspondientes 25 uL de estandares, controles y muestras
de los pacientes.
Se afiadié 100 uL de la mezcla de anticuerpos trazador/ captura en cada pozo.
Se mezclaron suavemente y se cubrieron con papel aluminio para evitar la exposicion a la
luz.
Se incubo la placa a temperatura ambiente (25 °C) por 60 minutos.
Se aspiré el contenido de cada pozo y se lavé cada micropozo 5 veces, con 350uL de la
suspension de lavado .
8. Se agregd 100uL del sustrato HRP (peroxidasa de rabano) en cada micropozo.
9. Se cubrié nuevamente la placa con un sellador y con papel aluminio para evitar la luz.
10. Seincubdé atemperatura ambiente (25 °C) por 20 minutos.
11. Se agreg6 100 uL de solucion de parada en cada pozo.

12. Se leyé la absorbancia a 450nm dentro de 10 minutos en un lector de microplacas.

Calculo de resultados:

El lector de placas se calibré previamente para que a partir de la absorbancia obtenida de los
6 estandares del kit se ploteara una curva de absorbancia versus concentracion y
automaticamente se obtuviera la concentracion en ng/mL, por regresion lineal.
Interpretacion:

Concentraciones fuera del valor de referencia (16.2 - 118 ng/mL) reflejaron dafio en el

cuerpo gastrico.
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f. Deteccion de Pepsindgeno Il (ELISA)

Preparacion de los reactivos

1.
2.

Antes de usar los reactivos, se llevaron a temperatura ambiente (25°C)
Solucién de lavado concentrada (30x): Se prepard la solucion de lavado: 20 mL de
solucion de lavado concentrada (30x) + 580 mL agua desmineralizada.
Se reconstituyeron los controles positivo y negativo agregando 0.5mL de agua
desmineralizada.
Calibradores/ estandares:
e Estandar 1: Se reconstituyeron con 1.0 mL de agua desmineralizada.
e Estandar 2 -6: Se reconstituyeron con 0.5 mL de agua desmineralizada.
* Ya reconstituidos se almacenaron los controles y estandares en alicuotas de 100-
200 uL a -20 °C.
Mezcla de anticuerpos (Ac) trazador/captura: (para una tira de micropozos):
En un tubo se agreg6: 1mL de diluyente trazador + 50 uL de Ac trazador + 50 uL de Ac.
Captura.
Nota: Se utiliz6 una preparacion fresca cada vez que se corriera la prueba.
Sustrato HPR (peroxidasa de rabano): listo para usar.

Acido Sulfarico 0.5M (Solucién de parada): listo para usar.

Procesamiento de muestras
En las placas recubiertas de estreptavidina se colocaron los estandares, los controles y
las muestras desconocidas, en el siguiente orden:
Al — F1: Estandares del 1 al 5.
G1-H1: Controles
A2 en adelante: Muestras
Se preparo la solucion de trabajo agregando: 1mL de diluyente trazador + 50 uL de Ac
trazador + 50 uL de Ac. captura.
Se agreg6 en los micropozos correspondientes 25 uL de estandares, controles y
muestras de los pacientes.
Se afadi6 100 uL de la mezcla de anticuerpos trazador/ captura en cada pozo.
Se mezclé suavemente y se cubrid la placa con papel aluminio para evitar la
exposicion a la luz.

Se incubd la placa a temperatura ambiente (25 °C) por 120 minutos.
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7. Se aspir6 el contenido de cada pozo y se lavé cada micropozo 5 veces, con 350uL de
la suspension de lavado.
Se agregaron 100uL del sustrato HRP (peroxidasa de rdbano) en cada micropozo.
Se cubrié nuevamente la placa con un sellador y con papel aluminio para evitar la luz.
10. Seincubd atemperatura ambiente (25 °C) por 20 minutos.
11. Se agreg6 100 uL de solucién de parada en cada pozo.

12.  Se ley6 la absorbancia a 450nm dentro de 10 minutos en un lector de microplacas.

Célculo de resultados:

El lector de placas se calibré previamente para que a partir de la absorbancia obtenida de
los 6 estandares del kit se ploteara una curva de absorbancia versus concentracion y
autométicamente se obtuviera la concentracion en el espectrofotometro en ng/mL por

regresion lineal.

Interpretacion:

Concentraciones aumentadas o disminuidas respecto al valor de referencia (6.8 - 25.6
ng/mL) reflejaron alteraciones en el estado funcional de la mucosa gastrica. En presencia de
dafio gastrico, las células principales son remplazadas por las glandulas antrales
(productoras de Pepsinégeno Il), produciendo aumento inicial en el valor del mismo y por

tanto una disminucién en la relacién de Pep l/Il.

5. Criterios de positividad para la administracion de tratamiento:

° Resultado positivo en la biopsia
° Resultado positivo para antigeno fecal
o Resultado positivo en al menos dos o mas anticuerpos (IgG, IgA e IgM

combinados) aun con resultado de biopsia negativo, con base en los criterios

de Maastricht.
De cada uno de los pacientes se anotd el resultado tanto de la endoscopia como de la
biopsia. A los pacientes que cumplieron con los criterios de positividad en las pruebas de
laboratorio, se les realiz6 un seguimiento durante cinco meses para evaluar el curso de la

infeccion y cambios en la sintomatologia.

Al finalizar el tratamiento se realizé el mismo panel de pruebas descritas en el inciso (C.4).
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Los resultados de las pruebas seroldgicas (anticuerpos IgM, IgA e IgG cag A anti H. pylori) y
antigeno fecal fueron comparados con el estandar de oro (biopsia), para determinar la

sensibilidad y especificidad de dichas pruebas en la etapa pre-tratamiento.

6. Entrega de informe de resultados
El informe de resultados de las pruebas realizadas a los pacientes tanto pre-tratamiento y
post-tratamiento se entregd posteriormente al procesamiento de las muestras. Al paciente se le
programo una cita para la entrega de resultados y si el resultado fue positivo se refirié con el

gastroenterdlogo para la entrega de receta médica.

D. Disefno estadistico

1. Tipo de estudio: estudio de cohorte prospectivo.

2. NUumero de muestras:
n= namero de pacientes que cumplen con los criterios de inclusion.

n= 125 pacientes (por conveniencia)

3. Andlisis estadistico: las cuatro pruebas diagnésticas para H. pylori se compararon con

el estandar de oro (biopsia).

A cada uno de los pacientes se le realizé el panel completo de pruebas. A dichas pruebas se
les evalué la sensibilidad y especificidad a través de tablas de contingencia de 2 x 2
comparando el resultado de la prueba contra el resultado de la biopsia. Esto permitié obtener el
namero de falsos positivos y falsos negativos. Asi también, se evalud la concordancia entre

resultados por medio del indice kappa.

A los 63 pacientes que cumplieron con los criterios de positividad, se les dio seguimiento
durante cinco meses después de finalizado el tratamiento y se les realiz6 el mismo panel de
pruebas al final de dicho periodo. Debido a que en la segunda etapa no hubo patrén de
comparacion (biopsia), se evalu6 la concordancia entre el panel de pruebas por medio de un
indice kappa ponderado. Asi mismo, se realiz6 el analisis descriptivo de los niveles del indice
de pepsindgeno I/ Il respecto a la sintomatologia pre y post-tratamiento de los pacientes en

forma aislada.
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Por medio de la prueba de McNemar se compararon los resultados de la primera y segunda
fase en funcion de identificar cambios estadisticamente significativos en los resultados
obtenidos de las pruebas de antigeno fecal, anticuerpos IgM, IgG e IgA anti H. pylori,

evaluando la erradicacion de H. pylori a través de la negativizacion de los resultados de dichas
pruebas en la etapa post-tratamiento.
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XIll. RESULTADOS

La muestra de estudio estuvo conformada por un total de 178 pacientes, de ambos géneros,

comprendidos entre 18-75 afios, residentes en el &rea metropolitana y lugares aledafios. No se

tomé en cuenta la etnia, ni estatus socioeconémico (Cuadro 1).

De los 178 pacientes que participaron en el estudio, 135 (75.8%) pacientes son de sexo

femenino, mientras que 43 (24.1 %) de sexo masculino. En lo que se refiere a la distribucién

etaria, el grupo de pacientes entre 51-55 afios fue el que mas participé 16.8% (30/178) vy el

menor fue el grupo menores de 20 afios (2/1.1%). No se logré obtener la informacion de 14

(7.9%) pacientes del estudio (Cuadro 1).

Cuadro 1. Perfil demogréfico de los pacientes en estudio

Caracteristicas Frecuencia Porcentaje %
1. Género
a. Femenino 135 75.8
b. Masculino 43 24.1
2. Edades (afios)
<20 2 1.1
20-25 5 2.8
26-30 6 3.4
31-35 15 8.4
36-40 18 10.1
41-45 20 11.2
46-50 18 10.1
51-55 30 16.8
56-60 25 14.0
61-65 15 8.4
66-70 8 4.5
71-75 2 1.1
No proporcionaron informacion 14 7.9

Datos experimentales

A. Resultados de la evaluacién clinicay de laboratorio en etapa pre-tratamiento

Segun datos de la encuesta realizada a los 178 pacientes en la etapa inicial del estudio, los

sintomas mas frecuentes fueron reflujo (139/78.08%), dolor abdominal (118/66.29%) y

flatulencia (111/62.35%) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencia de la sintomatologia de pacientes en etapa pre-tratamiento.

Pre-tratamiento

Sintomas n=178
Frecuencia %
Reflujo 139 78.08
Dolor abdominal 118 66.29
Flatulencia 111 62.35
Inflamacioén 110 61.79
Llenura 92 51.68
Diarrea 49 27.52
Tos 46 27.05
Otros 12 6.74
Asintomaticos 2 1.12

Datos experimentales

Los resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio realizadas en la fase pre-tratamiento
se presentan en el Cuadro 3. De los 178 pacientes participantes en el estudio, se observé que
los anticuerpos IgA (118/66.3%) e IgG CagA (100/56.2%) presentaron la mayor positividad, en
comparacion a los anticuerpos IgM (76/42.7%) y antigeno fecal (55/30.9%). De la misma
manera se puede observar que la mayoria de pacientes presentd un valor normal de indice de
pepsinogeno I/l (43/60.6%).

Por problemas técnicos con el reactivo no fue posible determinar el indice de

pepsindgeno I/l a la totalidad de pacientes.

Cuadro 3. Pruebas de laboratorio pre-tratamiento.

Caracteristicas Pre- tratamiento
n =178
1. Pruebas diagnésticas Muestras positivas
Frecuencia %
a. Anticuerpos IgA 118 66.3
b. Anticuerpos IgG(CagA) 100 56.2
c. Anticuerpos IgM 76 42.7
d. Antigeno fecal 55 30.9
2. indice Pepsindgeno /1| Frecuencia %
e Alto 3 4.2
e Disminuido 25 35.2
e Normal 43 60.6

Datos experimentales

45



Los resultados histologicos de la biopsia de los pacientes sometidos a endoscopia,
obtenidos en el departamento de patologia del INCAN, demostraron que la mayoria de
pacientes presentaban gastritis cronica en ausencia de H. pylori (73/41%). Cincuenta y seis
pacientes presentaron una biopsia positiva para H. pylori, la mayoria de ellos también present6
gastritis crénica (53/ 29.8 %), seguido por gastritis aguda en menor porcentaje (3/ 1.7%)
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion entre resultado histolégico de H. pylori y patologia segun biopsia.

H. pylori en biopsia

Resultado histolégico . n =178 .
Presencia Ausencia
No. % No. %
Gastritis crénica 53 29.8 73 41.0
Patologia Gastritis aguda 3 1.7 0 0
Otra patologia 0 0 6 3.4
Sin patologia 0 0 43 24.1
asociadas
Total 56 31.5 122 68.5

Datos obtenidos del Departamento de Patologia del INCAN

B. Evaluacion de sensibilidad y especificidad

Al comparar los resultados obtenidos de las pruebas serolégicas con el resultado obtenido
de la biopsia, se obtuvo el calculo de sensibilidad y especificidad. Se encontré que la deteccién
de anticuerpos IgA contra H. pylori presenté una mayor sensibilidad (74.2%) y la prueba de
antigeno fecal la mayor especificidad (69.9%), respecto a las demas pruebas evaluadas en la
fase pre-tratamiento. Dichos resultados se obtuvieron a través de la evaluacion de tablas de
contingencia 2x2 entre las pruebas diagnésticas no invasivas (IgA, IgM, IgG CagA y antigeno
fecal) comparado con el resultado de H. pylori de la biopsia (Anexo 6). Asi mismo, se utilizo el
indice kappa (valor < 0.20, IC 95.%) para establecer la concordancia entre las pruebas de
anticuerpos y la biopsia, obteniendo valores de indice bajos, lo cual demuestra que no existe
relacion entre las pruebas con excepcion de antigeno fecal que presentd una concordancia
débil (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Sensibilidad, especificidad e indice kappa de cada prueba diagndstica de H.

pylori
Prueba Sensibilidad (%) Especificidad (%) Kappa
Antigeno fecal 50.0 69.9 0.2005
IgM 48.5 62.6 0.1103
IgA 74.2 37.4 0.1043
lgG 63.6 47.5 0.1038

Datos experimentales

C. Evaluacién clinicay de laboratorio de pacientes en seguimiento

Sesenta y tres pacientes positivos a la infeccidn recibieron tratamiento especifico. Durante

cinco meses posteriores a la finalizacion del tratamiento, se les pregunté en relacion a la

sintomatologia, observando que los méas frecuentes en ambas etapas fueron el reflujo y dolor

abdominal. Sin embargo se observé una disminucion en la frecuencia de los mismos en la etapa

post-tratamiento (85.7% vrs. 42.9%; 63.5 % vrs. 41.3%) respectivamente. En la etapa post-

tratamiento todos los sintomas disminuyeron significativamente, observandose que el nimero

de pacientes asintométicos aument6 de 1.6 % en la etapa pre-tratamiento a 34.9% en la etapa

post-tratamiento, lo cual puede ser significativo de una respuesta positiva al tratamiento (Cuadro

6, Grafica 1).

Cuadro 6. Comparacion de la sintomatologia de pacientes en seguimiento en etapas pre y

post —tratamiento.

Pre-tratamiento

Post tratamiento

Sintoma n=63
Frecuencia % Frecuencia %

Reflujo 54 85.7 27 42.9
Dolor Abdominal 40 63.5 26 41.3
Inflamacién 37 58.7 8 12.7
Flatulencia 41 65.1 7 11.1
Llenura 38 60.3 3 4.8
Diarrea 12 19.0 6 9.5
Tos 17 27.0 0 0.0
Otros 5 7.9 11 17.5
Asintomaticos 1 1.6 22 34.9

Datos experimentales
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Gréfica 1. Comparacion de la sintomatologia de pacientes en seguimiento en etapas pre y

post —tratamiento
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En los 63 pacientes en seguimiento, se observé poca variacion entre los porcentajes de

positividad de los anticuerpos en la etapa post-tratamiento con respecto a la etapa pre-

tratamiento. Los anticuerpos IgA e IgG cagA, si bien manifiestan disminucién, esta no fue

estadisticamente significativa (63.5% vrs. 60.3%; 63.5% vrs 57.1%). Asi también, se observd

una disminucion significativa en el porcentaje de positividad en la prueba de antigeno fecal

(46.0% a 17.5%), lo que demuestra la respuesta efectiva al tratamiento (Cuadro 7, gréfica 2).

Cuadro 7. Comparacion de pruebas de laboratorio de pacientes en seguimiento en etapas pre

y post -tratamiento.

Pre tratamiento

Post-tratamiento

Prueba n=63 n=63
No. Positivos % No. Positivos %
Antigeno fecal 29 46.0 11 17.5
IgM 33 52.3 34 54.0
IgA 40 63.5 38 60.3
lgG 40 63.5 36 57.1

Datos experimentales
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Para la evaluacion del cambio en porcentaje de positividad de las pruebas durante las
etapas pre y post-tratamiento se realizé la prueba de x* de McNemar, en la cual se puede
observar que el antigeno fecal present6 un cambio estadisticamente significativo (x? <0.0001)
luego del tratamiento. Los anticuerpos, si bien presentaron cambios, éstos no fueron
significativos (IgM x? 0.9999, IgA x* 0.9999, IgG x? 0.057).

Grafica 2. Comparacion de pruebas de laboratorio de pacientes en seguimiento en etapas pre

y post -tratamiento
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D. Asociacién de indice de pepsinégeno I/l con sintomatologia en fase pre

y post-tratamiento.

Posteriormente, se realiz6 una evaluacion de los sintomas mas frecuentes en la etapa pre y
post-tratamiento de los pacientes positivos a H. pylori y a quienes se les administré tratamiento.
Al relacionar el indice de pepsinégeno I/ll, se observa que los sintomas siempre se
manifestaron en un mayor porcentaje en los pacientes que presentaron un valor normal de
dicho indice. Se puede observar que el nimero de pacientes con sintomas aumenté en la fase
post- tratamiento, sin embargo al realizar la evaluacién con la prueba estadistica de X ? esta

diferencia no fue significativa (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Asociacién del indice de pepsinégeno /1l con la sintomatologia de pacientes

en seguimiento en fase pre y post-tratamiento.

Sintomas
n=63
Dolor (%) Inflamacién (%) Reflujo (%)
Pre / Post Pre / Post Pre / Post
Pepsinégeno I/l
Alto 8.0 95 9.1 0 5.7 4.3
Normal 52.0 76.2 50.0 100 60.0 82.6
Disminuido 40.0 14.3 40.9 0 34.3 13

Datos experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Dentro de la primera etapa (pre-tratamiento) de esta investigacion se reclutaron 181
pacientes de ambos géneros y mayores de edad, que asistieron a la jornada de deteccién
temprana de cancer de eséfago, estbmago, colon y recto realizadas en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN) en el periodo de enero a marzo de los afios 2010 y 2011, a las cuales
asistieron un total de 594 personas. Del total de pacientes entrevistados, 3 se retiraron
voluntariamente del estudio obteniéndose un total de 178 pacientes que cumplian con los

criterios de inclusion.

La mayoria de ellos fueron del género femenino (75.8%), lo cual probablemente se deba a
gue los hombres realizan actividades laborales fuera de casa y presentan menor disponibilidad
de tiempo para asistir a citas médicas.

Respecto a la edad varios autores indican que la infeccion aumenta gradualmente en funcién
de la edad, y que los titulos de anticuerpos son mayores en personas adultas, sin embargo en
este estudio no fue posible determinarlo (Figueroa, G., Troncoso, M., Acufia, R., 2006; Pounder
& NG, 2005; Figueroa, G. et. al 2000).

De los pacientes entrevistados el 98.8% (176) indicaron presentar sintomatologia al
momento de ingresar al estudio, siendo esta en orden descendente de frecuencia la siguiente:
reflujo, dolor abdominal, flatulencia e inflamacién. Estos sintomas son los mas frecuentemente
reportados en la infeccion gastrointestinal causada por H. pylori (cuadro 2) Sin embargo, otros
estudios refieren que la infeccion bacteriana puede pasar desapercibida por varios afios
(Hernandez, 2001).

De los resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio realizadas a los 178 pacientes en
la fase pre-tratamiento, el anticuerpo que presentd un mayor porcentaje de positividad fue el
tipo IgA anti H. pylori (118/66.3%). Este constituye el principal anticuerpo implicado en la
respuesta inmune a nivel local, jugando un papel importante como primera linea de defensa ya
gue neutraliza el antigeno con el objetivo de impedir la infeccion, por lo que su elevaciéon en

suero indica un grado mas severo de inflamacién de la mucosa (Cavazzaa, M., et al., 2005) .

Como se puede observar en el cuadro 3, el anticuerpo IgG (cagA) presentd un porcentaje de
positividad significativo (100/56.2%), dichos anticuerpos se elevan aproximadamente al décimo
dia luego de la exposicion primaria al antigeno y sus niveles séricos decaen aproximadamente
al veinteavo dia. Estos anticuerpos pueden permanecer inactivos pero al exponerse el paciente

nuevamente al antigeno se elevan a un nivel mas alto, como respuesta secundaria,
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permaneciendo elevados por un periodo mas prolongado constituyendo asi una inmunidad de
memoria (Male, Brostoff, Roth, Roitt, 2007). Los resultados obtenidos en este estudio
posiblemente indican que la mayoria de pacientes se expusieron previamente a la infeccién por

H. pylori.

Los anticuerpos IgM, constituyen parte de la respuesta primaria, elevando sus niveles
aproximadamente al quinto dia luego de la exposicion a la bacteria. Sin embargo, la utilidad
diagndstica de anticuerpos IgM anti H. pylori parece ser limitada debido a que los macréfagos,
gque actlan como células presentadoras de antigeno no resisten el acido clorhidrico, por lo que
se ve impedida la fagocitosis para eliminar a la bacteria. Esto hace que los anticuerpos no sean
lo suficientemente efectivos para controlar la invasién bacteriana, por lo que la respuesta
inmune produce un aumento transitorio de los titulos de anticuerpos en fase inicial de la
infeccién, descendiendo durante la colonizacién y en una posterior recolonizacion. (Delgado I,
Alonso LO, Hernandez-Guerrero A, Sobrino CS, Herrrera-Goefner R, Rosales SA, Martinez F.,
2002; Male, D., et.al, 2007). En este estudio el 42.7% (76/178) de los pacientes mostraron
valores elevados de dichos anticuerpos, indicando probablemente que dichos pacientes

presentaban una infeccién en etapa inicial, permitiendo que los valores fueran detectados.

La deteccion de la bacteria se realiz6 a través de la prueba de antigeno fecal. Del total de
pacientes evaluados (178) solamente se obtuvo 148 muestras de heces, debido a que no todos
los pacientes proporcionaron su muestra el dia que se realizaron la endoscopia como se les
solicitd. En esta prueba, se obtuvo un (55/178) 30.9% de positividad, lo cual es indicativo de una
infeccién activa en el paciente. Dicho resultado se compar6 con el obtenido en la biopsia y se

observéd que concordaron, lo cual apoya la presencia de una infeccién activa causada por H.

pylori.

El indice sérico de pepsinégeno I/ll es utilizado para evaluar la integridad de las células y de
glandulas oxinticas en el cuerpo del estbmago, por lo que su determinacion puede servir como
un instrumento no invasivo que refleja el grado de atrofia ocasionado por la bacteria a este
nivel. Inicialmente la inflamacion leve produce valores elevados de pepsinégeno | y Il, sin
embargo conforme la gastritis progresa, la mucosa del fondo géstrico cambia a mucosa tipo
antral y por lo tanto ya no secreta pepsindgeno | mientras que la concentracién de pepsinégeno
Il permanece elevada, reflejando un indice de pepsindégeno I/l disminuido (Germana, Di Mario,

Cavallaro, Moussa, Lecis, et,al., 2005).

En este estudio, la determinacion del indice de pepsindgeno l/ll en la fase pre-tratamiento,

demostré que la mayoria de pacientes (43/ 60.6%) presentaron un valor normal, lo cual indica
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gue en estos pacientes todavia no presentan alteraciéon en el estado funcional de la mucosa
gastrica. Sin embargo, es importante mencionar que el 35.2% de los pacientes presentaron un
valor del indice disminuido ocasionado por el reemplazo de células principales por glandulas
piléricas como consecuencia del progreso de la gastritis, lo cual se relaciona con los hallazgos
obtenidos en la biopsia, que reflejan que la mayoria de pacientes presentan gastritis cronica en
presencia de H. pylori (53/29.8%). Los resultados obtenidos de la biopsia, coinciden con lo
referido por Osorio, quien reportd que los pacientes con un diagnéstico positivo para H. pylori
tienen un 3.73 veces mas probabilidad de padecer gastritis crénica, planteando que dicha
bacteria es la causante de aproximadamente el 85% de los casos de gastritis cronica en el ser
humano y el factor causal mas importante de esta (Martinez, J., Henao, S. & Granados, C.
2007, Osorio, F., 2010).

Con base a los resultados obtenidos en las pruebas diagnésticas no invasivas (IgA, IgM, 1gG
CagA y antigeno fecal) se obtuvo la sensibilidad, especificidad y el indice kappa; para lo cual los
resultados fueron comparados con el resultado histolégico de H. pylori por biopsia (estandar de
oro). Segun el andlisis kappa se determind que ningln anticuerpo presenté concordancia con
respecto a la biopsia excepto el antigeno fecal que tuvo una concordancia débil (kappa:
0.2005), lo cual probablemente se debe a que ambas pruebas detectan directamente la
presencia de la bacteria. Asi mismo, la prueba de antigeno fecal fue la prueba diagndstica mas
especifica (69.9%), lo cual concuerda con lo reportado en otros estudios (Calvet, X., 2003). En
este estudio se obtuvo una sensibilidad del 50.0%, aumentando la probabilidad de obtener
resultados falsos negativos y por consiguiente incrementando la posibilidad de que pacientes

con posible infeccién que no reciban tratamiento.

Respecto a los tres anticuerpos analizados, el que presentd una mejor sensibilidad fue el
anticuerpo IgA (74.20%), este anticuerpo es el resultado de la respuesta inmune derivada de la
invasion de la bacteria a la mucosa gastrica, ocasionando que algunos pacientes manifiesten
una respuesta inflamatoria persistente sin dafios mayores, y otros manifiesten una mas agresiva
relacionada con una infeccion crénica. Al evaluar de forma aislada las patologia asociadas se
observé que pacientes con gastritis cronica activa presentaron niveles altos de anticuerpos IgA,
ya que segun estudios previos la gastritis crénica activa es la principal patologia asociada a H.
pylori. Las pruebas que presentaron menor porcentaje de especificidad para infeccion activa
fueron los anticuerpos 1gG (cagA) e IgA (47.50% k=0.1038; 37.40% k=0.1043) respectivamente
(Quintana, Chavez, Achi, Davidovich, & Schosinsky, 2002., She, Wilson, & Litwin, 2009;

Cavazzaa, Correntib, Ortiza, Perronec, Daoudd, et al., 2005).
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Con relacion a la sintomatologia reportada por los pacientes en la etapa pre-tratamiento y al
compararla con la de la etapa post-tratamiento, se observdé un cambio significativo en el
porcentaje de pacientes sintomaticos (98.4% a 65.1%) (cuadro 6). Por consiguiente, el nimero
de pacientes asintomaticos aumentd de 1.6% en la etapa pre-tratamiento a 34.9% en la post-
tratamiento, lo cual puede considerarse como una mejoria derivada del tratamiento como lo
refiere Gatta, et.al., seflalando que la erradicacion de H. pylori con antibidticos estd asociada a
un rapido alivio de los sintomas, una elevada tasa de cicatrizacion de las lesiones en la mucosa
y una remision prolongada de las Ulceras pépticas. Las razones por las cuales los sintomas
persistieron en 41 (65.1 %) de los pacientes en la etapa post-tratamiento pueden ser por la
falta de apego al tratamiento, la posible resistencia antimicrobiana, y la presencia del gen
CagA en las cepas bacterianas, ya que dicho gen ocasiona un efecto lesivo sobre las células
epiteliales, aumentando la permeabilidad de las membranas induciendo asi la produccion de
interleucinas lo que ocasiona mas dafio e inflamacion (Ott EA, Mazzoleni LE, Edelweis, MI.,
2005).

Al evaluar los resultados de la prueba de antigeno fecal de los 63 pacientes a quienes se les
dio seguimiento se observé que fue la Unica prueba que manifestd6 una diferencia
estadisticamente significativa, segun el andlisis estadistico de McNemar (p <0.0001),
disminuyendo de 46.0% a 17.5%, lo cual demuestra el éxito en el tratamiento. Se ha revisado
la exactitud diagndstica de la deteccién de antigeno fecal anti H. pylori cuando la prueba se
realiza al menos cuatro semanas después de completar el tratamiento observando resultados
confiables, sin embargo si se realiza por un tiempo mas prolongado los resultados son
igualmente prometedores (sensibilidad 94% vy especificidad 92%). En algunos casos, es
posible encontrar la positividad del antigeno fecal aiun después de la administracién de la
terapia antibidtica, ya que segun diversos estudios existen tasas de resistencia a antibiéticos
como la claritromicina de 2.2% a 25% (Alvarez, Moncayo, Santacruz, Corredor, Reinosa, et al.,
2009, Gisbert J, Pajares, J., 2001).

Los anticuerpos de tipo IgM no presentaron ningn cambio significativo entre ambas etapas
(33/ 52.3%, 34/ 54.0%) lo cual probablemente se deba a la presencia de diferentes estimulos
antigénicos repetidos causados por las diferentes cepas que llegan a la cavidad gastrica y a la
respuesta inmune secundaria, por lo cual se considera que dicha prueba posee una utilidad
limitada para estudios de este tipo ya que los niveles de anticuerpos IgM circulantes pueden ser
consecuencia de una reinfeccion. (Quintana, Chavez, Achi, Davidovich, & Schosinsky, 2002;
She, Wilson, & Litwin, 2009).
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La positividad del anticuerpo IgG (cagA) cambi6 de 63.5% a 57.1% (p= 0.057),
probablemente se debe a que los anticuerpos IgG permanecen elevados por un tiempo
prolongado, constituyendo asi una inmunidad de memoria. Estos pueden persistir por lo menos
durante 6 meses incluso después de que el tratamiento haya sido exitoso, como lo demuestra el
analisis prospectivo de los sueros de individuos sometidos a terapia antibiética para H. pylori, en
el que se observé una disminucién no significativa (6%) de los titulos de anticuerpos IgG séricos

(Acufia, Raul; Figueroa, G.; Troncoso H Toledo, M., Bernal, R., 2007)

El porcentaje de positividad de los anticuerpos de tipo IgG en la etapa post-tratamieto
(36/ 57.1%), posiblemente se deba tanto a la influencia del nivel basal de éstos antes del
tratamiento, a la dosis del antigeno y a la posibilidad de exposiciones secundarias; asi también
a la presencia del gen cagA, importante marcador de las cepas patdégenas, que le confiere una
capacidad de permanencia con un riesgo incrementado para el desarrollo de Ulcera péptica y
cancer gastrico, aunado a otros factores intrinsecos del hospedero (Nomura, Pérez, Lee,
Stemmermann, & Blaser, 2002; Perrone, Leopoldo, Camorlinga, Correnti, Cavazza, et al.,
2005).

En otros estudios realizados se han presentado muchas discrepancias con la proteina CagA
anti H. pylori, probablemente porque no se expone lo suficiente al sistema inmune del paciente,
debido a que la cepa que le infecta desarrolla un sistema secretor defectuoso, variabilidad de la
proteina CagA 6 que la respuesta inmunolégica no se produzca de forma detectable por estar

obstaculizada por factores del hospedero (Agudo, 2010).

El porcentaje de positividad de los anticuerpos IgA (40/ 63.5% vrs 38/60.3%) varié6 muy
poco, probablemente asociado a factores intrinsecos de los pacientes con padecimiento de

gastritis 0 patologias asociadas.

Al realizar la asociacion entre los valores del indice de pepsinégeno I/l en las categorias de
alto, normal y bajo, con la sintomatologia mas frecuente (dolor, inflamacion y reflujo,
respectivamente) en los 63 pacientes en seguimiento, se encontré6 que en varios de los
pacientes que presentaron un indice disminuido en la fase pre-tratamiento, en la fase post-
tratamiento este indice se normalizd lo que significa la posible regeneracién de la mucosa
gastrica en dichos pacientes (cuadro 8). Sin embargo, también se observé un aumento de los
sintomas en pacientes con indice de pepsin6geno normal, a pesar de la administracion de la
terapia antibidtica, por lo tanto se puede considerar que no existe asociacion entre los valores

del indice de pepsindgeno I/1l y la sintomatologia.
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La persistencia de los sintomas en algunos de los pacientes, aun después del tratamiento,
puede deberse a patologias asociadas, gastritis crénica o a otra causa fisioldgica del paciente
que conlleva a la persistencia de las manifestaciones clinicas, como lo indicado por Carmona
(2011), quien analizé el beneficio terapéutico de la erradicacién de la infeccion por H. pylori en
la dispepsia funcional aportando resultados contradictorios, ya que no se hall6 ninguna
diferencia en la sintomatologia de los pacientes en los que se ha erradicado la bacteria respecto

a aquellos en los que permanecia activa la infeccion, tanto a corto como a largo plazo.

Actualmente no existe una recomendacion formal para tratar indiscriminadamente a
cualquier persona con infeccién por H. pylori que presente dispepsia no ulcerosa. Asi mismo no
existe indicacién de erradicaciéon de la infeccidn por H. pylori en pacientes con enfermedad por
reflujo gastroesofagico, ya que la erradicacion no sélo no se acompafia de mejoria de esta
enfermedad, sino que en casos de Ulcera duodenal erradicados existen evidencias de que
pueden aparecer sintomas de reflujo previamente no detectados o intensificacion de los

previamente existentes.
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CONCLUSIONES

De la evaluacion de la sensibilidad de las pruebas no invasivas se observé que la prueba
mas sensible para la deteccién de la infecciébn por H. pylori fue IgA (74.2%) y el
antigeno fecal H. pylori la méas especifica (69.9%), por lo tanto se recomienda usar

conjuntamente ambas pruebas para el diagnéstico de la infeccion.

Segun el analisis estadistico no existe concordancia entre cada una de las pruebas

evaluadas en este estudio con relacion a la biopsia.

Con la administracién del tratamiento se logré un reduccion significativa de positividad
de la prueba de antigeno fecal (46.0% a 17.5%), lo que demuestra el posible éxito del

tratamiento y confirma la erradicacién de la infeccion.

No existe asociacion significativa entre la sintomatologia y el valor del indice de

pepsinégeno I/l en ambas etapas del estudio.

La sintomatologia mas frecuente en orden descendente fue el reflujo, dolor abdominal,
inflamacién y flatulencia tanto en la fase pre como post-tratamiento. Ademas se observé
un cambio estadisticamente significativo en los pacientes asintomaticos de 1.6% a

34.9% entre las etapas pre y post-tratamiento, demostrando un éxito terapéutico.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Realizar el panel de pruebas seroldgicas para comprobar la erradicacion de H. pylori a
plazo entre 6 y 8 meses después de haber finalizado el tratamiento para que sean un

mejor predictor de la erradicacion.

2. Evaluar la utilidad diagnostica de las pruebas evaluadas en este estudio comparandolas
con métodos mas sensibles y especificos como la deteccion de PCR en biopsia o en

jugo gastrico.
3. Realizar otro estudio evaluando la cura post-tratamiento utilizando Unicamente la

combinacién de antigeno de H. pylori en heces, anticuerpos IgA anti-H. pylori e indice de

pepsinégeno I/Il comparando con una biopsia antes y después del tratamiento.

4. No emplear la prueba de antigeno fecal de H. pylori en forma aislada para fines
diagndsticos de la infeccidn, sino que acompafada de alguna prueba seroldgica.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cadigo:

I. Informacién general

La infeccién por Helicobacter pylori se transmite por contacto entre personas, por el
consumo de alimentos contaminados con heces o ambos. Esta infeccién es un factor de
riesgo para desarrollar gastritis cronica, Ulcera péptica y duodenal, asi como linfomas y
adenocarcinomas gastricos. En Guatemala, los estudios que se han realizado han
demostrado que alrededor del 65% de la poblacion ha padecido de la infeccion. Este estudio
desea establecer el panel de pruebas de laboratorio que permitan con mayor sensibilidad y
especificidad detectar la infeccidén y luego al terminar el tratamiento indicado se evaluara por

el médico si se curé la infeccidn por esta bacteria.

II. Beneficios
e Usted recibird su boleta con el informe de laboratorio serolégico y microbiolégico
respectivo.
[ll. Confidencialidad
e Todos los registros que lo identifiguen como participante se mantendran en TOTAL
CONFIDENCIALIDAD vy, hasta donde lo permiten las leyes y/o regulaciones aplicables,
NO se haran del conocimiento publico.
e La publicacion de los resultados del estudio mantendra completamente confidencial su
identidad como participante.
IV. Participacion
e Usted hace uso de su derecho de decision, siendo VOLUNTARIO el enrolamiento en
este estudio, el cual carece de pago alguno.
¢ NO se brindara el tratamiento necesario en caso de requerirlo.
e Usted tiene DERECHO a retirarse, por lo que de aceptar participar, se COMPROMETE
al seguimiento que el protocolo del estudio requiere: llamadas mensuales y repeticién

del panel de pruebas de laboratorio.
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Yo estoy de acuerdo en participar en

el estudio. Sé que mi participacion es completamente voluntaria y confidencial. Me
comprometo a responder al seguimiento que el estudio requiere. Se me ha explicado la
naturaleza y los objetivos de lo que se me propone, incluyendo procedimientos con sus
beneficios y riesgos. Estoy satisfecho con esas explicaciones y las he comprendido.

Fecha Edad

Direccion

Teléfono (s)

Firma

Por la presente certifico que he explicado la naturaleza, propdésito, beneficios y riesgos del
procedimiento propuesto, me he ofrecido a contestar cualquier pregunta y he contestado
completamente todas las preguntas hechas, por lo que considero que los interesados han

comprendido completamente lo que he explicado y contestado.

Nombre y firma del investigador
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ANEXO 2. FICHA EPIDEMIOLOGICA: Identificacion de las pruebas mas sensibles y
especificas para el diagnoéstico de Helicobacter pylori pre y post tratamiento en pacientes
dispépticos.

Cadigo:
Fecha de la entrevista: / /

DATOS GENERALES

Primer apellido Segundo apellido Apellido de casada

Género:F( ) M ()

Nombres
Edad (afios): <18: _ 20-25:  26-30:  31-35:  36-40: _ 41-45: 46-50: _ >51:

Direccion residencia:

Direccién trabajo:

Teléfono (residencia): Teléfono oficina:
Teléfono celular: Correo electrénico:
Estado civil: soltero(a) casado (a) unido (a)

¢,Cudl es el ultimo grado o nivel escolar que Ud. ha completado?
No he completado ningun grado o nivel escolar
Primaria

Secundaria

Superior universitario

Postgrado universitario

O

O
O
O
O

¢,Cual es su ocupacion?
o Profesional independiente
o Empleado
o Comerciante
o Empleado
o Ama de casa
o Estudiante
o Desempleado
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I.  INFECCION POR Helicobacter pylori

1) ¢Hatomado algun antibiético en los dltimos dos meses?

Si
No Si larespuesta es Sl, no continuar.

2) ¢Ha presentado usted alguno de los siguientes sintomas?
(en caso necesario elegir mas de una opcion)

3)

4)

5)

6)

7

8)

O

Oo0ooo0oooooad

Dolor en la region superior del abdomen

Inflamacion abdominal

Reflujo / acidez / ardor / agrura

Nauseas

Flatulencia (gas)

Diarrea

Tos

Sensacién de llenura rapida con la ingesta de alimentos
Otro (especifique):
Asintomatico

¢ Ha sido diagnosticado con infeccion por la bacteria H. pylori?

Si ¢,Cuando?
No

¢, Coémo le hicieron el diagnéstico de infeccion por Helicobacter pylori?
(en caso necesario elegir mas de una opcion)

O

O
O
O
O
O
O

¢ Cual fue el costo aproximado del diagnostico que se

Evaluacion clinica unicamente
Analisis de sangre
Analisis de heces

Prueba del aliento
Biopsia

Otro (especifique):
No sabe

le

realiz6?

¢ Recibié tratamiento luego de ser diagnosticado con infeccién por Helicobacter pylori?

Si

No Si larespuesta es NO, pasar a la pregunta 9.

¢, Qué tipo de medicamento utilizé y por cuanto tiempo lo tomo?

o Antibidticos Tiempo:

o Antiacidos Tiempo:

o Inhibidor de la bomba de protones Tiempo:

o Antidiarreicos Tiempo:

o Otro (especifique):

o No sabe

¢, Cudl fue el costo aproximado del tratamiento que

se

realiz6?
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9) ¢Ha tenido usted necesidad de ausentarse de sus labores por las molestias descritas en
la pregunta # 2?

Si ¢ Cuantos dias?

No Si larespuesta es NO, pasar a la pregunta 11.

10) Si se ha ausentado de sus labores, ¢ha necesitado que algun miembro de la familia se
ausente de sus labores para cuidar de usted en casa?
Si
No

11) ¢ Ha tenido necesidad de hospitalizarse por las molestias descritas en la pregunta # 27?
Si ¢ Cuéantos dias?
No

12) ¢ Alguna persona cercana a usted ha sido diagnosticada con infeccion por Helicobacter
pylori ?
Si
No
No sabe

13) ¢ Algun familiar ha sido diagnosticado con cancer de estémago?
Si
No
No sabe
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ANEXO 3. ANALISIS DE LABORATORIO

LABORATORIO: SEROLOGIA

¢ Antigeno en heces (prueba rapida): O Positivo 0 Negativo

e Pepsindgeno I (25-200 ng/mL)
e Pepsindgeno lI: (2.3-20 ng/mL)
¢ Relacion Pepsindgeno I/11: (3-32)

e Gastrina: (0-100 ng/mL)

¢ Anticuerpos anti-H. pylori IgM
¢ Anticuerpos anti-H. pylori IgA
o Anticuerpos anti-H. pylori CagA IgG

LABORATORIO: MICROBIOLOGIA

e Aislamiento primario

Agar Sangre de Carnero (descripcién de colonias):

Tincion de Gram:

Catalasa: 0O Positivo O Negativo
Oxidasa: 0O Positivo O Negativo
Urea: O Positivo 0 Negativo

e Aislamiento secundario

Agar Sangre de Carnero (descripcion de colonias):

Tincion de Gram:
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Catalasa: 0O Positivo 0O Negativo
Oxidasa: 0O Positivo O Negativo
Urea: O Positivo O Negativo

REPORTE:

BIOPSIA

e Sijtio anatémico:

e Descripcion histolégica:

¢ Diagndéstico patologico:
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ANEXO 4. Cronograma

Afio 2010

Afio 2011

MES

Organizacion

Elaboraciéon de plan
de trabajo

MAY

JUL

AGT

SEP

OCT

NOV

ENE

FEB

MAR

ABR

MAY

JUN

JUL

AGT

SEP

OCT

NOV

Hrs

Entrega de primera
revisiéon de plan de
trabajo

Realizar correcciones

Entrega de
correcciones del plan
de trabajo

Estandarizacién de la
metodologia

Gestién para la toma
de muestra

Toma de muestra
(pre-tratamiento)

*Procesamiento de
muestras (pre-
tratamiento)

Toma de muestra
(post-tratamiento)

*Procesamiento de
muestras (post-
tratamiento)

Tabulacién de datos
experimentales

Andlisis de Resultados

Elaboracion de
Informe Final

Entrega de informes
parciales

Informe final

*La muestras seroldgicas se almacenan y procesan semanalmente. Las muestras de heces se procesan inmediatamentamente.
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ANEXO 5. MANEJO DE PACIENTE

Contacto con
el paciente

Ficha
epidemioldgica

-

Consentimiento

informado

Apertura de
expediente y llenado
de formularios

Indicaciones al

paciente para

examenes de
laboratorio

Concertar cita con el paciente
(DE ACUERDO CON FECHA
DE ENDOSCOPIA)

X

Proyecto CONCYT 52-2009 “Estudios sobre la infeccion por H. pylori: Busqueda de
alternativas de diagndstico y evaluacion de productos naturales para el tratamiento”

Fecha de elaboracion:
10/12/2009

D. MANEJO DE
PACIENTES

Proceso: 01-52-2009

=
“ N

CONCYT

i T
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ANEXOS 6. TABLAS DE CONTINGENCIA

Tabla 1. Tablas de contingencia 2x2 entre prueba de antigeno fecal y biopsia

Biopsia o
Antigeno fecal | Positivo Negativo Total Sensibilidad: 50.0 %
Positivo 23 3 26 Especificidad: 69.9 %
Negativo 38 36 124 Kappa: 0.2005
Tot?al 61 89 150 Concordancia: Débil

Datos experimentales

Tabla 2. Tablas de contingencia 2x2 entre anticuerpos IgA y biopsia

Biopsia o
Anticuerpos IgA | Positivo Negativo Total Sensibilidad: 74.2 %
Positivo 49 61 110 Especificidad: 37.4 %
g | 1797 s SR,
Total 66 98 164 '

Datos experimentales

Tabla 3. Tablas de contingencia 2x2 entre anticuerpos IgM y biopsia

Biopsia e
Anticuerpos IgM | Positivo Negativo Total Egnzi;t#:gggdégz%
Positivo 32 37 69 Kagpa: 0.1103
Negativo 34 62 96 Concordancia: Mala
Total 66 99 165

Datos experimentales

Tabla 4. Tablas de contingencia 2x2 entre anticuerpos 1gG cagA y biopsia

Anticuerpos IgG Biopsia A .
cagA Positivo Negativo Total Sensibilidad: 63.6 %
Positivo 42 52 94 Especiicidad: 47.5 %
Negativo 24 47 71 e
Concordancia: Mala
Total 66 99 165 |

Datos experimentales
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