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RESUMEN

I ntroduccion: HHelicobacter pylori esunbacilogramnegativo queinfectalamucosagastricademasdelamitad delapoblacion
mundial; causagastritis, enfermedad ul cero-péptica, y seasociatanto con carcinomagastrico como conlinfomagastrico(MALT).

Objetivo: Comparar €l indice de desempefio de |os métodos de diagndstico de rutinay la PCR para establecer por definicion
de caso laprevalenciade infeccién por H. pylori en pacientes con enfermedad acido-péptica en Quindio.

Metodologia: A 73 pacientes selestomaron seis biopsias de cada uno, unaantral paralaPCR-ureC, tres para cultivo (antral,
cuerpoy fondogastricos), otraantral parapruebarapi dadeureasa(PRU) y éstajunto conunadel cuerpo parael examen histol égico.
Sedetermino el indice de desempefio de cadauno delos métodos. Parael diagnostico decisivo delainfeccién seconsideré como
definiciéndecaso (H. pylori positivo) el cultivo positivo olaconcordanciadepor |o menosdosmétodosdediagndsti cospositivos
(examen histologico, PRU y PCR).

Resultados El examen histol6gico del antro fue positivo en 79.5% (58/73) y en cuerpo 82.2% (60/73); la combinacién de los
resultados de las dos biopsias del estudio histolégico fue 94.5% (69/73). Los cultivos de las tres biopsias mostraron idéntico
resultado en 75.4% (55/73); lacombinacién delosresultados del cultivo enlastresbiopsiasfue 86.3% (63/73). LaPRU enbiopsia
antral fue positiva en 79.5% (58/73) y la PCR-ureC de biopsia antral fue 86.3% (63/73). De acuerdo con la definicion de caso la
prevalenciade lainfeccién por H. pylori fue 97.3 % (71/73). Al comparar los resultados de cada método frente al obtenido por
definiciéndecaso, el examen histolégico, €l cultivo, laPCRYy PRU presentaron 2, 8, 8, y 13 fal sosnegativos, respectivamente, pero
no hubo falsos positivos. Los indices de desempefio (ID) para cada método fueron: Cultivo: ID, 78.1% Yy 88.7% de sensibilidad,
resultado idéntico paralastres biopsias (antral, cuerpo y fondo); PRU: ID, 82.2% y sensibilidad 81.7%. Examen histol6gico: ID,
87.0% y sensibilidad 86.6%, en la biopsia antral e 1D, 89.9% en cuerpo y sensibilidad 90.9%. Y la PCR-ureC con ID. 89.0% y
sensibilidad 88.7%. Al combinar losresultados de los cultivos en las tres biopsias se aumentd su I D a89.0% con sensibilidad de
88.7%y el estudio histol 6gico de las dos biopsias también mostré un incremento a 97.3% con sensibilidad de 97.2%. El ID enla
histologia mostré diferencias significativas frente alos otros métodos.

Conclusioén: Parael diagndsticofinal deinfeccionporH. pylori sepuededutilizar el conceptodedefiniciondecaso, loquepermite
establecer unaprevalenciareal delainfeccionqueessuperior aladetectadapor losmétodosindividual es. Ademas, si noesposible
emplear el concepto de definicion de caso se recomienda el examen histoldgico por 1o menos en dos biopsias (antral y cuerpo).
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SUMMARY

I ntroduction: Helicobacter pylori isagramnegative bacterium that col onizesthe gastric mucosa, and infects more than hal f
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of theworldwide population, causing gastritisand ul cer-peptic
diseaseand being associ ated with gastric carcinomaand gastric
lymphoma (MALT).

Objective: Tocomparetheperformanceindex of techniques
of routine diagnosis and PCR in order to establish by case
definition the prevalence of infection by H. pylori in patients
with gastroduodenal diseasein Quindio.

Methodology: In 73 patients were taken six biopsies. One
antral for the PCR-ureC, three for culture (antral, body and
fundus), other antral for rapid ureasetest (RUT). The previous
wereunitedto oneof thebody for histological examination. The
performanceindex wasestablished for each of themethods. For
definitivediagnosisof theinfectionweused the case definition
(positive H pylori) was used: A patient was classified as H.
pylori positive with isolation of bacteriain culture or based on
the agreement of at least two positive tests (histological
examination, RUT and PCR).

Results: The histological examination was positive 79.5%
(58/73) in antral biopsy and in body 82.2% (60/73) and the
combination of both biopsies was 94.5% (69/73). Culture
assessment in the three biopsies showed identical results,
75.4% (55/73) and by combination all biopsies were 86.3% (63/
73). The RUT in antral biopsy was 79.5% (58/73) and for PCR-
ureC of antral biopsy was 86.3% (63/73). The prevalence for H
pylori infectionwas 97.3% (71/ 73) in accordance with the case
definition. Thecomparison of theresultsof eachmethodinfront
of the result by case definition, the histological examination,
culture, PCR and RUT presented 2, 8, 8, and 13 false negativein
their order and none presented false positives. Performance
indexes(PI) for eachmethodwere: Culture, 78.1%withsensibility,
88.7%, and identical results in three biopsies. The RUT, had
82.2% and 81.7% of sensibility. The histological examination
was 87.0% with 86.6% of sensibility in antral biopsy and 89.9%
in body biopsy with sensibility of 90.9%. And PCR-ureC had
89.0% with sensibility, 88.7% The combination of theresultsfor
the three biopsies for culture increased their Pl to 89.0% with
sensibility of 88.7%. The combination of results of the two
bi opsiesinthehistol ogical examination al soshowed Pl increased
of 97.3% with sensibility of 97.2% and showed significant
differencesin front of the other methods.

Conclusion: For thedefinitivediagnosisof H pyloriinfection
it should use the case definition concept which allows
establishing the real prevalence of the infection being higher
than detected by theindividual methods. Additionally, if itisnot
possibleto utilize the case definition concept, isrecommended
the histological examination in two biopsies (antral and body).

Key words: Helicobacter pylori; PCR;
Histological examination; Rapid urease test; Gene ureC.

El Helicobacter pylori esun bacilo gramnegativo, en
forma de espiral o curvado, movil con flagelos mdltiples
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envainados en un polo de la cdula; es un microorganismo
microaerdfilo que coloniza la mucosa géstrica ded hom-
bre'3,

Lainfeccion por H. pylori esunadelas mas comunes
en e mundo, la bacteria infecta a més de la mitad de la
poblacién mundial, causa gastritis y enfermedad ulcero-
péptica y se asocia con carcinoma géstrico y linfoma
gastrico tipo MALT#S.

Laprevaenciadeinfeccion por H. pylori variasegin
edad, | ocalizaci 6n geogréficay estatus socioecondémicode
losindividuos’. En muchas personas la infeccion por H.
pylori setolerabien por periodos prolongados con pocao
ninguna sintomatol ogia. El riesgo de desarrollar enferme-
dad ulcero-péptica en personas infectadas por H. pylori
seestimamayor a10%?. Laprevalenciadelainfecciones
alta en paises en via de desarrollo s se compara con los
paises desarrollados. Entre adultos jovenes en |os paises
en via de desarrollo estéa por encima de 80%32°. En
Colombia, un estudio en menores del Departamento de
Narifio mostré 55% de prevaencia de la infeccion alos
dos afios y 80% a los 8 afios de edad'®. Bravo et al.*t,
encontraron 96% de seroprevaenciaen un grupo de 18 a
24 anos. Moncayo et al.*?, informaron 86% de prevalen-
cia en pacientes con enfermedad ulcero-péptica en €
Departamento de Risaralda.

Parad diagndstico de lainfeccién hay varios méodos
gue se pueden emplear afin de descubrir la presenciade
H. pylori. Los mé&odos invasivos como € cultivo, la
prueba répida de ureasa (PRU) y & examen histol6gico
gue requieren endoscopiay biopsiay losno invasivos que
Nno necesitan endoscopia, como lapruebadel diento (urea
breath test: UBT), la demostracion de antigenos de H.
pylori en materia fecal H. pylori stool antigen test,
HpSA test); y las pruebas serol 6gicas que se basan en €
descubrimiento especifico de anticuerpos anti-H.
pylorit314,

El método bacteriol 6gico dereferenciaparaidentificar
H. pylori es € cultivo, la sensibilidad esta entre 70% y
95% a menos cuando se trata de material gastrico obte-
nido mediante biopsia. Sin embargo requiere de mediosde
cultivosespecia es, condicionesdeincubacion microaerdfila
eincubacionde5 a7 diasy no esapropiado parael estudio
de muestras en los que haya otros agentes patégenos en
cantidad considerable como sucede con lamateriafecal o
la saliva. La tasa de resultados negativos del cultivo se
puedeminimizar conlatomadedosbiopsiasantraleso con
unaterceradel cuerpo o fondo del estémago!s-1°.
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La prueba de ureasa, que se utiliza para demostrar la
presenciadelaactividad enziméti caderivadadel metabo-
lismo bacteriano tiene una sensibilidad de 90% a 95% en
biopsia, 90%-95% en aire exhalado y 90%-96% en ori-
na>2°, Cualquier actividad enzimética de la ureasa en
biopsias de |la mucosa géstrica se considera positiva para
H. pylori. Varias pruebas rapidas de ureasa estén dispo-
nibles comercialmente (CLO Test, Pyloritek, Hp-fast).
Estas pruebastienen sensibilidad y especificidad excelen-
tes. Sin embargo, su sensibilidad se puede reducir bgjo
ciertas circunstancias y un resultado negativo no necesa-
riamente significa ausencia de la infeccion. La prueba
puede dar resultados falsos negativos en individuos con
sangrado reciente o activo del tracto gastrointestinal supe-
rior?! y en enfermos que antes hayan tomado inhibidores
de la bomba de protones, antagonistas del receptor-H,,
antibiéticos 0 compuestos que contengan bismuto?.

Otro método derutinaesel estudio histol6gico através
del cual se puede demostrar en formadirectalapresencia
del germen en una muestra de mucosa gastrica, 1o que
también permite evaluar la gadtritis subyacente. En la
practicacomun, lacol oracién hematoxilina-eosinadabue-
nos resultados. Existen otras col oraciones especiaizadas
como lasde Warthin-Starry, Genta, Giemsa, azul detolui-
dina modificada que son Utiles cuando la bacteria no se
descubre por hematoxilina-eosina pero hay evidencia de
inflamacion?-25. Lasensibilidad del examen histol6gico se
reduce por € consumo de medicamentos antisecretorios
en forma similar ala prueba de ureasa en la biopsia?#2,

En la actuaidad se dispone de varias técnicas mole-
culares para descubrir H. pylori que ofrecen excelentes
posibilidadesen e diagndstico. En los Ultimos afios, sehan
aplicado métodos basados en lareaccion en cadenade la
polimerasa (PCR) para la deteccion de H. pylori en
muestras de biopsiay jugo gastrico, sdliva, placadenta y
heces?-3L,

Aungue existen varios méodos de diagnéstico, la
sensihilidad y especificidad de cada uno de elos puede
variar por diferentesfactores como se menciono antes; s
se tiene en cuenta que la sensibilidad de una prueba se
puede definir como la capacidad de dar un resultado
positivo en todos | os pacientes infectados con la bacteria,
mientras que la especificidad es la habilidad para dar
negativo en todos los no infectados. Estas definiciones
puntualizan lanecesidad detener un método dereferencia
gue sea capaz de determinar todos aquellos individuos en
verdad infectados. | nfortunadamente, los métodos que se
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emplean en € diagnéstico de lainfeccidn por H. pylori no
cumplen estoscriterios. Unasolucion seriausar €l produc-
to de una combinacion de dos 0 mas métodos que se
consideren como confiables y compararlos con los resul-
tados de los métodos individuales, con este criterio, un
verdadero positivo puede ser un caso donde dos o mas
métodos son positivos y un resultado verdadero negativo
donde todos los métodos son negativos®!32. Asi, pues, en
la presente investigacion se definié un caso H. pylori
positivo por e aidamiento de la bacteria en cultivo o con
base en |a concordancia de por o menos dos métodos de
diagnéstico positivos (PRU, examen histoldgico y PCR-
ureC). Este pardmetro permite identificar con mayor
certeza los verdaderos positivos y 10s verdaderos negati-
vosy establecer por definicion de caso la prevalenciade
infeccion por H. pylori en pacientes con enfermedad
&cido pépticaen Quindio. Adicionalmente, se compararon
los indices de desempefio de cada uno de los métodos
seguidos para diagnosticar la infeccion.

MATERIALES Y METODOS

De acuerdo con el censo de poblacion parael Depar-
tamento del Quindio, se calculé una muestra de tamafio
n=73 con 5% defrecuenciaesperada, 10% deerror permi-
sibley 95% denivel de confianza. Seincluyeron todoslos
individuos de cualquier edad y sexo que a examen
endoscépico presentaran enfermedad acido-péptica y
asistieran aconsultaen launidad de gastroenterol ogia del
Hospita San Juan de Dios de Armenia en € periodo
comprendido entre abril y septiembre del afio 2003.

Los criterios de incluson fueron: no haber ingerido
antibiéticos o inhibidores de la bomba de protones o
bismuto durantelosquince (15) diaso las seis(6) semanas
antes de la endoscopia, respectivamente y que residiesen
en e Departamento del Quindio. Todos aceptaron volun-
tariamente por escrito participar en € estudio de acuerdo
con las normas establecidas por e Comité de Bioéticade
la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Tecnol6gica de Pereira

Definicién de caso. Un paciente seclasifico como H.
pylori positivo por aidamiento de la bacteria en cultivo o
con base en laconcordancia de por |0 menos dos métodos
de diagnéstico postivos (PRU, examen histologico y
PCR-ureC). Este criterio permite identificar con mayor
certeza los verdaderos positivos y |0s verdaderos negati-
V0§1’32.
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Andlisis estadistico. A partir delosdatosobtenidosen
las cuatro pruebas, se calcularon intervalos de confianza
con las proporciones en 95% de confiabilidad, y se redi-
zaron las pruebas de hipétesis bilaterales paralasigual da-
des de las proporciones en las cuatro pruebas. A fin de
evaluar € desempefio de cada método, se determind en
cada caso S € resultado de la prueba coincidia con la
definicion de caso, y con estabase se calcul 6 € indice de
desempeiio (ID) dividiendo € nimero totd de aciertos
(positivos y negativos) de la prueba por € nimero de
casos. Por Ultimo, se hizo una prueba de hipétesis de
igualdad de proporciones para comparar |os desempefios
de las distintas pruebas. Ademés, se calcularon la sensi-
bilidad y la especificidad de cada método de acuerdo con
la definicion de caso.

Endoscopia gastroduodenal. A cada participante se
le tomaron 6 biopsias, y paradescubrir en ellasH. pylori
sedigtribuyeron asi: enunabiopsiaantrd €l Laboratoriode
Microbiologia de la UTP practico la prueba rgpida de
ureasa (PRU). Esta biopsia junto con una biopsia del
cuerpo se utilizé en & examen histoldgico. Parad cultivo
se emplearon tres biopsias (antro, cuerpo y fondo). La
sexta biopsia (antral) se sometio a la prueba de la PCR.

Cultivo. Las biopsias se transportaron en formarefri-
gerada(0°C, NalgeneL abtop Cooler) encaldotioglicolato
con glicerol a 20%. Retiradas las biopsias dd medio de
transporte, se maceraron en solucion salina estéril con un
homogeneizador manual (Deltaware Pellet Pestle) y se
sembraron en lasuperficie de agar tripticasa soya (BBL)
suplementado con sangre de ovegla ad 7%, |sovitalex
(BBL) y los antimicrobianos vancomicing, anfotericing,
bacitracina, polimixina B y trimetoprim?®.

Laincubacion se redlizo bajo condiciones microaero-
filicas asi: O,, 5%; CO,, 10%; y N,, 85%; a37°C por 5 a
7 dias (Water Jacketed Incubator, Nuaire). Las colonias
sospechosas de ser H. pylori, se confirmaron con colora-
cion de Gram por observacion microscopica de bacilos
gramnegativos curvados, y pruebas positivas de oxidasa
(Bactident Oxidase, Merck), catalasa(Bactident Katal ase,
Merck) y ureasa(solucion deureaa 10%), seguintécnicas
de rutina estdndar. Los microorganismos aidados se
subcultivaron en agar tripticasa soya, libre de antibiéticos
y sepreservaron a-70°C en glicerol a 20% en caldo BHI
(Merck).

Prueba rapida de ureasa (PRU). A partir de una
biopsiaantra, sehizolaPRU. El Laboratorio deMicrobio-
logia de la UTP, fabricd € reactivo asi: se prepard una
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solucion amortiguadorade fosfatosapH 6.8 (Na,HPO, y
NaH,PO,.1H,0) conureaa 10%Y rojo defenol a 0.1%
como indicador depH y se considerd positivapor € virge
del reactivo de anaranjado a fucsia después de 5, 10, 20,
60 minutos de lectura

Examen histolégico (EH). Se utilizé la coloracion de
hematoxilina-eosina (H-E) y azul detoluidinamodificada
Para d caso de la coloracion de azul de toluidina modifi-
cada descrita por Vartanian et al.?®, no se utilizd acian
amarillo para contraste como |o describen esos autores,
sino que se usd solamente € Blau-O de Merk para
microscopia, diluido a 1% en agua desionizada. Laplaca
desparafinada se sumergio en estasolucion durante un (1)
minuto, luego se lavl con agua corriente, se deshidrato y
se monto con citorresina. La cuchilla del micrétomo fue
desechable de perfil bajo paraevitar contaminacion entre
las biopsias procesadas. Al paciente se le consideré H.
pylori positivo cuando por laobservaci on microscopicase
identifico la bacteria en cuaquiera de las biopsias proce-
sadas. Las placas las estudiaron dos patélogos en forma
independiente.

Reaccion en cadena de la polimerasa para el gen
ureC (PCR-ureC). Paraextraer el ADN delabiopsiase
utilizé € protocolo descrito por Vdentine®. Brevemente,
sehomogenei zalabiopsiay se agregaun amortiguador de
extraccion de tgjidos (TrissHCl 50 mM, pH7.2; EDTA 1
mM con SDS a 1% y 100 mg de proteinasa K/ml). Se
incuba a 55°C por 2 horas. La extraccion del ADN se
realizo por la técnica de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico. EI ADN se resuspende en 100 ml de amorti-
guador TE 1x estéril y seamacend a-20°C paraposterior
andlisis.

La PCR sellevé a cabo en un volumen de 25 ml en
termocicladores GeneAmp PCR System 9700 y 2400,
Perkin Elmer. Se utiliz6 una pargja de iniciadores para
amplificar e gen ureC: 5-AAG CTT TTA GGG GTG
TTA GGG GTTT-3 y5 -AAG CTT ACT TTC TAA
CACTAA CGC -3, amplificapara294 pb*. Lamezcla
de reaccion contenia: 10 mM Tris HCI (pH 9.0), 50 mM
KCl, 25 mM MgCl,, 0.01 de gelating; deoxinucledsido
trifosfato 200 mM c/u, glicerol a 7% (v/v). Taqpolimerasa
(Sigma) 1.25 U, iniciadores 10 pmolesc/uy 10 ml deADN
de biopsa

El programa de amplificacion para PCR-ureC fue el
sguiente: Desnaturdizacion inicia 94° C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, acoplamiento a 60°C por 1 minuto y extension a
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Cuadro 1
Resultados porcentuales de deteccién de H. pylori para cada uno de los métodos diagnosticos y consolidados para
los métodos con mas de una biopsia en pacientes con sintomas dispépticos del Departamento del Quindio

Método diagnéstico Cultivo % PRU % EH % PCR %
Biopsia
Antral 75.4 (55/73) 79.5 (58/73) 79.5 (58/73) 86.3 (63/73)
Cuerpo 75.4 (55/73) 82.2 (60/73)
Fondo 75.4 (55/73)
Consolidado* 86.3 (63/73) 94.5 (69/73)

* Significa que para los métodos con mas de una biopsia, la positividad en cualquier biopsia fue indicativo de H. pylori positivo

72°C por 1 minuto, y una extension final a 72°C por 4
minutos. Las cepas de referencia de H. pylori 8822 y
60190, donadasgentilmente por € doctor Martin Blaser de
laUniversidad de VVanderville, Nashville, Estados Unidos,
seutilizaron como control positivo deureC. Cantidadesde
15 ml de cada mezcla obtenida por PCR, se sometieron a
electroforesisengel deagarosaa 2% (Sigma) y setifieron
con bromuro de etidio. Un paciente fue considerado como
H. pylori positivo cuando la PCR-ureC amplifico para
294 pb.

RESULTADOS

Resultados por edad y género. De los 73 pacientes
estudiados, 19 (26%) eran hombresy 54 (74%) mujeres, con
edades entre 13 y 84 afios, cas todos |os pacientes (30.1%)
Se ubicaron en un rango de edad entre 31 y 40 afios.

Resultados segun patologia gastroduodenal y H.
pylori positivo. El estudio endoscopico reveld que 70
pacientes presentaban algun tipo de gastritis (95.9%), de
loscua essdlo 40 tenian gastritisy losotros 30 presentaban
gastritis asociada con otra enfermedad gastroduodenal.
De los 70 pacientes con gastritis 68 fueron H. pylori
positivos para una correlacion de 97.1% entre la entidad
maés frecuente, lagastritisy H. pylori. Delos 3 pacientes
restantes(4.1%0), dostenian Ul ceraduodena y uno esof agiitis
con hernia hiatdl y fueron H. pylori postivos.

Resultados segln el porcentaje de positivos que
detecto cada uno de los métodos. El Cuadro 1 muestra
los resultados de deteccion de H. pylori por cada uno de
losméodosenlos 73 pacientesddl estudio. Losresultados
obtenidos para cada uno de los métodos se discriminan de
lasiguiente forma:

Para € caso del examen histoldgico se utilizaron dos

biopsias (antra y corpus) y la visualizacion microsco-

picadelabacteriaen cualquieradelasdoshbiopsiasen

los cortes histol 6gicos coloreados con azul detoluidina
modificada, fueindicativo delapresenciadeH. pylori.
La combinacién de los resultados de las dos biopsias
mostré que 94.5% de los pacientes tenian H. pylori.
En € cultivo se utilizaron tres biopsias (antro, cuerpoy
fondo) y e aidamiento de la bacteriaen cualquierade
lastres, fueindicativo delapresenciadeH. pylori.La
combinacién de los resultados de las tres biopsias
establecié que 86.3% de | os pacientes tenian la bacte-
ria
Los resultados parala PRU en biopsia antral estable-
cieron gue 79.5% de los pacientes tenian H. pylori.
Los resultados en la PCR-ureC de biopsia antral
establecié que 86.3% de | os pacientes tenian la bacte-
ria. EnlaFigural semuestrael patron electroforético.
Resultados de acuerdo con la definicion de caso.
Segun ladefinicidn de caso un paciente se clasificd como
H. pylori positivo con baseend aidamiento delabacteria
en cultivo o con base en la concordancia de por o menos
dos métodos de diagndstico positivos (EH, PRU vy la

1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. PCR-ureC en biopsia gastrica. Lineas 2y 6
controles negativo y positivo, respectivamente. Linea
3 ureC negativo y lineas 4 y 5 ureC positivas (294pb).
Lineas 1y 7 marcador molecular 100pb ADN Ladder.
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Cuadro 2
indice de desempefio, sensibilidad y especificidad de los métodos de diagndstico de H. pylori
segun el origen de la biopsia antro, cuerpo o fondo

Método diagndstico EH % Cultivo % PCR % PRU %
Biopsia

Antral I.D. 87.0 I.D. 78.1 1.D. 89.0 I.D. 82.2
S. 86.5 S. 88.7 S. 887 S. 817
E. 100.0 E. 100.0 E. 100.0 E.100.0

I.D. 89.9 I.D.78.1

S. 90.9 S. 887

E. 100.0 E. 100.0

I.D. 78.1

S. 887

E. 100.0

ID: indice de desempefio ~ S: Sensibilidad E: Especificidad
Cuadro 3 observaron diferencias estaditicas significativas entre

Comparacion de los indices de desemperfio de
los consolidados del cultivo y examen histolégico
frente a PCRy PRU

EH % Cultivo % PCR % PRU %

I.D. 97.3 I.D. 89.0 I.D. 89.0 I.D. 82.2

S. 97.2 S. 88.7 S. 887 S. 817

E. 100.0 E. 100.0 E. 100.0 E. 100.0
ID: indice de desempefio S: Sensibilidad E: Especificidad

PCR)3132, De acuerdo con ladefinicion anterior lapreva
lenciade lainfeccion en la poblacién estudiadafue 97.3%
(72/73).

Por definicion de caso, end EH, € cultivo, laPCRYy la
PRU hubo 2, 8, 8, y 13 falsos negativos, respectivamente;
en ninglin método diagndstico se encontraron falsos posi-
tivos, para una especificidad de 100% en los cuatro
Sistemas.

Desempefio de los métodos en cada una de las
biopsias procesadas. El Cuadro 2 muestralos ID y la
sensbilidad de los cuatro métodos segiin € origen de la
biopsia. El ID en el método EH en las dos biopsias (antral
y cuerpo) no mostro diferencias significativas entre ellos
(z=-0.47), biopsaantrd (87%) y biopsiade cuerpo (89.9%).
El ID en e mé&odo del cultivo en lastres biopsias (antra,
cuerpo y fondo) fue idéntico para 78.1% sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. El ID en la
PCRenbiopsiaantral fue89%. El ID enlaPRU enbiopsia
antral fue 82.2%.

Al redlizar un andlisis comparativo del ID entre los
métodos Unicos y exclusivos para biopsia antral, no se
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ellos. End cdculodd ID setuvoen cuentalacombinacion
consolidada de los resultados en EH y cultivo donde se
utilizd més de una biopsia'y de su comparacion con los
otros métodos se obtuvieron |os datos que se muestran en
el Cuadro 3. Los consolidados ddl cultivo frente alos ID
del cultivo en antro, cuerpoy fondo, mostraron diferencias
significativas. El mismo andisis entre consolidado del EH
versus antro o cuerpo indicod diferencias significativas
Unicamente en € antro (z=-2.05).

Al comparar los|D delosconsolidadosentre e cultivo
y el EH seobservaron diferenciassignificativas (z=-1.97).
El ID consolidado ddl cultivo frente ala PRU (z=1.17) y
PCR (z=0) no produjo diferencias significativas, pero €
EH s las mostro frente a la PRU (z=-2.99) y PCR
(z=1.97). En resumen € ID consolidado del EH fue d
Unico méodo que sefidd diferencias estadisticamente
significativas ante los otros métodos.

DISCUSION

La infeccion por H. pylori tiene una distribucion
mundial. La prevalencia es més ata en paises en viade
desarrollo que en los industridlizados. En aquéllos, 4 de 5
personas estan infectadas hacia los 20 afios de edad. En
los Estados Unidos, lainfeccion esraraen nifios menores
y laprobabilidad deinfectarse guardarelacion con laedad
y € origen énico. Hoy la prevalencia en Estados Unidos
estaarededor de 30%. Larazanegray los hispanos estan
infectados en mayor proporcion que los blancos. Esta
diferencia no es de origen racial sino socioeconémico y
educacional, especialmente ddl estatus socioecondmico
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durante la nifiez®®.

En Colombia, en un estudio en menores del Departa-
mento de Narifio la infeccién mostré una prevalencia de
55% alos dos afios de edad y de 80% alos 8 afios'®. La
seroprevalenciavistapor Bravo et al.** enun grupo de 18
a 24 afos fue 96%. Moncayo et al.'? encontraron una
prevalenciade 86% en pacientes con enfermedad Ul cero-
péptica en & Departamento de Risaralda. La prevadencia
para € Departamento del Quindio fue 97.3% en los
pacientes con enfermedad &cido péptica. Si se tiene en
cuenta que & Hospital San Juan de Dios de Armenia es
regional y publico y atiende a personas de bajos recursos
econdmicos, se explicariala dta prevaenciade lainfec-
cion que varia seguin la edad, lalocdizacion geogréficay
€l estatus socioecondmico de los individuos’223,

La demostracion de la infeccion para H. pylori en
cultivo, muestraun amplio rango desensibilidad. El espec-
tro de los datos publicados es muy variable. Algunos
informan sensibilidad baja, otros sensibilidad mayor de
90%, lo cual dependedelosdiversosfactoresqueinfluyen
la obtencion de cultivos positivos paraH. pylori 41626, Es
probable que a estos factores se deba la presencia de
falsospositivosen estemétodo diagndstico. Enel presente
estudio € 1D del método en biopsiaantra, corpusy fondo
fue idéntico y esta dentro del rango que informan otros
estudios!*1517-1% Yousfi et al.'® no vieron diferencias
estadisticamente significativas en biopsia antral versus
biopsiadel corpus, aun en pacientes dondefalé laterapia
antimicrobiana. De acuerdo con |os resultados para este
estudio | os pacientes tenian una «pan-infeccion» debido a
laamplia distribucién de H. pylori en lamucosa géstrica
demostrada por la posgitividad en las tres biopsias de
digtintas regiones dd estdbmago. En € presente estudio
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en € ID s la biopsia era de origen antra, de
cuerpo o de fondo. Pero en € cultivo s aument6 cuando
se combinaron (consolidado) los resultados de las tres
biopsias.

Cuando clinicaindicalaendoscopiaesta,  método de
diagnostico de primera escogencia es la PRU en biopsia
antral®2. La deteccion de la actividad de la ureasa en la
biopsiaesrpiday barata. Sin embargo, hay datos varia-
bles en cuanto a sensibilidad y especificidad delaPRU y
depende de varios factores, como € tipo de prueba
disponible (comercial o «casera»), € tiempo de lectura,
concentraciones de |os componentes de la prueba, canti-
dady viabilidad de |as bacterias presentes en labiopsiay
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la concentracion total de produccion de la ureasas®.

Lamayor parte delas PRUs comercia mente disponi-
blesindican sensibilidad y especificidad muy buenasentre
79% y 100% y de 92% a 100%, respectivamente; pero
estos pardmetros pueden cambiar bajo ciertascircunstan-
cias como en € caso de enfermos con sangrado del
sistema géstrico superior, s e contenido géstrico es
contaminado con sangre o cuando hayan recibido medica-
mentos inhibitorios de labomba de protones, antagonistas
del receptor-H,, antibidticos, o compuestos con bis-
mut09'21’22’37.

Losresultados conlaPRU hechaen el Laboratorio de
Microbiologia de la UTP mostraron una sensibilidad de
81.7% y una especificidad de 100% de acuerdo con la
definicion decaso. Sinembargo, conrespecto d tiempo de
lectura, fue superior a estipulado en la prueba comercial
de Pyloritek con lectura a 60 minutos. El hecho que no
tenga una ata sensibilidad en un tiempo de lectura de 60
minutos, no la descarta como prueba Util en demostrar la
infeccidn, aqui, Unicamente setieneen cuentael «tiempo»
gue dispone & gastroenterélogo en la consulta. Lo ante-
rior, sedemostré paralapruebacomercia CLOtest (Delta
West Ltd., Bentley, Australia) fabricadapor Marshall, que
fue la primera prueba comercia disponible para detectar
H. pylori en biopsia, @ tiempo de lectura se redliza hasta
las 24 horasy hasido laméas ampliamente estudiada, otras
dos pruebas comercia mentedisponiblesson Hpfast engel
similar al CLOtest pero con distinto indicador de pH y
Pyloritek entirillaimpregnada con Ureacon indicador con
laventgjapotencial delecturaa60 minutos. Se han hecho
estudioscomparativosdelasensibilidad y especificidad de
estas tres pruebas; en conjunto las sensibilidades fueron
equivalentes 88% a 93% Yy las especificidades fueron
excelentes, 99% a 100%. Cuando se realizo € compara-
tivo a 60 minutos (punto de corte del Pyloritek), las
sensibilidades del CLOtest y Hpfast fueron significativa-
mentemésbajas (66% a71%) muy similar alosresultados
obtenidosen e estudio®®*°. En lastres pruebas comercia
les, e Pyloritek es la de eleccion, S se necesita un
resultado r@pido (en una hora); pero s los resultados
rapi dos no son necesarios, lastres pruebas proveen exac-
titud equivalente donde se pueden incluir las pruebas
«caseras» fabricadas en el |aboratorio de Pereira; y s se
consideralo anterior, laescogenciadelapruebase podria
basar en costos, disponibilidad de la prueba, preferencia
dd gastroenterdlogo, tiempo disponible de lectura en la
consulta. Un importante criterio para tener en cuenta
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consiste en que & mayor tiempo de incubacion llevariaa
mejorar la sensibilidad de la prueba en labiopsia, pero no
afectala especificidad de deteccion de H. pylori®®=.

Lasenshilidad y la epecificidad del método histolégico,
también se ve afectado por los factores descritos antes para
d cultivo y la PRU. Adiciondmente, la experiencia dd
padlogo en la observacion de microorganismo es muy
importante. El estudio mostré que @ examen histoldgico con
lacoloracion de azul detoluidinamodificada?® fued método
queinformod mayor nimero de casos con dos biopsias (antral
y del cuerpo). El EH sebasaen & hdlazgo microscopico de
la bacteria en € corte histol6gico; su observacion en una o
ambas biopsias, indica su presencia Con este criterio €
método detectd labacteriaen 94.5% delospacientes. Enesta
técnicano hubodiferenciasestadisticassignificativesend 1D
s labiopsaeradeorigen antra o decuerpo. Perod ID end
EH si aument6 cuando se combinaron los resultados de las
dos biopsas. Lo anterior indica que € EH como técnica
individua esun excdente método paradescubrir lainfeccion
cuando se utilizan dos biopsias, losresultados de estatécnica
laava ancomod mejor méodoindividuad parasudiagnédtico.
Mésaln, a cacular lasensbilidad del método con baseend
consolidedo de las dos hiopsias la sensbilidad fue 97.2%,
superior alas senghilidades individuaes de antro (86.5%) y
de cuerpo (90.9%).

Los rangos de sensibilidad y especificidad informados
paralas PCRs son altos y puede detectar entre 10 y 100
bacilos?®%°, la especificidad de la PCR-ureC a partir de
ADN genomico de cultivosdeH. pylori mostré 100% de
especificidad en un estudio previo realizado por € grupo*?.
LaPCR enlainvestigacién conlosiniciadores especificos
parael gen ureC que comunicaron Labigne et al.3* tuvo
una sensibilidad de 88.7% y una especificidad de 100%,
resultados que estén dentro de los rangos de otros auto-
rest22931.3440 | 3 sensibilidad de la PCR se ve afectada
cuando se practica directamente en ADN extraido de
biopsia. Es probable que esta sea la razén de los fasos
negativos que también podrian deberse a errores en la
visuaizacion electroforética de los productos amplifica
dosy lacalidad del ADN extraido segun € protocolo de
Vaentine®. Laexperienciaen Pereiraindicéd que durante
la observacion de las bandas en la e ectroforesis, muchas
veceshubo bandaspositivasinmersasenel ADN gendémico
humano degradado, en ocasiones dificiles de observar, y
es posible que algunas bandas débiles se enmascaren con
lagran cantidad de ADN gendmico humano presente en
lamuestra, (por ejemplo véase e barrido de ADN de los

210

Vol. 37 N° 3, 2006 (Julio-Septiembre)

carriles3y 6 delaFigural).

Al hacer @ andlisis de los resultados individuales de
cada méodo segun la definicidon de caso, es importante
destacar que no hubo falsos positivos. El EH informo €
mayor nimero de casos positivos y @ menor de falsos
negativos. S se andiza € ID ddl EH a combinar los
resultados delasdosbiopsias, hay diferencias estadistica
mente significativasfrente alosotrosmétodos, y sepodria
considerar como una buena opcién parael diagnostico de
lainfeccion, donde no sea posible realizar cultivo o PCR.
Infortunadamente, una simple técnica, no puede cumplir
contodoslospardmetrosrequeridosparatener el diagnds-
tico definitivo de lainfeccion por H. pylori®2. Lasolucion
esusar lacombinaci on deresultadosdedoso mastécnicas
gue sean confiables y comparables con los resultados de
técnicas estandar. Un resultado verdadero positivo se
puede definir como un caso donde € cultivo es positivo o
cuando dos 0 més técnicas son positivas.

CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

Laprevadenciadelainfeccion es altaen paises en via
de desarrollo s se compara con |os paises desarrollados,
por ello no fue sorprendente encontrar unacifraatapara
el grupo en estudio; ademas, lapresenciadelabacteriase
relacionaba en un porcentaje elevado con la entidad més
comun que sufrian los pacientes, la gastritis.

Aungue € cultivo es con frecuencia la regla de oro
esténdar para € diagndstico definitivo de muchas enfer-
medades infecciosas, |0s resultados en este estudio no 1o
avalan como un método Unico de rutinaen € diagnéstico
delainfeccidn, € éxito ddl crecimiento del microorganis-
mo depende de mltiples factores, como experiencia del
investigador, manipulacion de lamuestra, medios de culti-
vo, condiciones de incubacion, etc.

S setiene en cuenta que la PRU es la prueba de rutina
que més e sgue en las unidades de endoscopia para
descubrir H. pylori, losresultados mostraron que cuando se
emplea como Unico indicio de presencia de esta bacteria, es
posible que haya fasos negativos. Lo anterior, hace sugerir
gue cuando se usen pruebas daboradas en forma «casera»
(hecho que es muy comuin en las unidades de endoscopia
donde utilizan un «CLO-test» que no es € origind sno
elaborado por agunos laboratorios locaes o nacionaes)
primero es necesario evauar su sensibilidad y especificidad,
y mas especificamente en  tiempo de lectura.

Los resultados del método histol égico en dos biopsias
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produjo un mayor nimero de casos y se podria utilizar
como Unico sistema diagndstico de ruting; este método es
de bgjo costo, de uso fé&cil y la coloracion con azul de
toluidina es unatécnicarapida, baratay |0s reactivos son
estables. El EH se convirtié en € mejor méodo como
prueba diagndstica individud.

La PCR tuvo un ID similar alos otros tres méodos
cuando se comparan en biopsiaantral. Sin embargo, s su
ID secomparacon el del EH cuando en éste se combinan
los resultados de las dos biopsias, presentaun D menor.

L os cuatro métodos de diagndsti co tienen desempefios
bastante similares. Por tanto, en la practica, no hay
evidencia para refutar la validez de ninguno, pero si se
puedeafirmar quehay unaventgjaparael método histol 6gico
con respecto alosdemas, y unadesventagjaparalaprueba
de ureasa. Por €llo, no se descalificaningin método, pero
si se recomienda e histolégico, por un estrecho margen.

Finamente, se puede decir que para @ diagndstico
definitivo de lainfeccion por H. pylori se debe utilizar €
concepto de definicion de caso 1o que permite establecer
laprevalenciarea delainfeccion siendo éstasuperior ala
detectadapor losmétodosindividuales. Adicionamente, s
no esposibleemplear el concepto de definicion decaso, se
recomienda el EH en dos biopsias (antral y cuerpo).
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