Microd)nalisis

Sensibacter pylori - Test®




Mig@nélisis

ESTUDIO I

r articles —r articles Search

o e o s o e i

Seil,0

Investigaciones Andina
Print version ISSN 0124-8146

Investig. andina vol.13 no.23 Pereira June/Dec. 2011

EVALUA’CIéN DE DIFERENTES PRUEBAS PARA €EL
DIAGNOSTICO DE H. PYLORI

EVALUATION OF DIFFERENT TESTS TO DIAGNOSE H. PYLORI

AVALIAGAO DE DIFERENTES PROVAS PARA DIAGNOSTICO DE H.
PYLORI

José Ignacio Moncayo Ortiz, MSc* Adalucy Alvarez Aldana, MSc* Jorge Javier Santacruz
Ibarra, MSc* Mario Santacoloma Osorio, MD** Brenda Lucia Arturo Arias, MD*** Liliana
Giraldo Martinez, MD*** Alberto Angel Pinzén, MD***x*

* Docente Facultad Ciencias de la Salud. Universidad Tecnoldgica de Pereira
** Docente facultad de Ciencias para la Salud, Universidad de Caldas.
*x* Docente de la Universidad de Manizales.

*x¥% Médico Cirujano-Gastrointestinal. Centro Médico Angel, Manizales.

Resumen


mailto:info@sensibacter.com
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_serial&pid=0124-8146&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_issuetoc&pid=0124-814620110002&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-81462011000200005&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-81462011000200007&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edinan&index=AU&format=iso.pft&lang=i&limit=0124-8146
http://www.scielo.org.co/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edinan&index=KW&format=iso.pft&lang=i&limit=0124-8146
http://www.scielo.org.co/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edinan&format=iso.pft&lang=i&limit=0124-8146
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_serial&pid=0124-8146&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_alphabetic&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/scielo.php?lng=en

Micr3e)

Introduccioén: todos los métodos disponibles para el diagnodstico de H. pylori tienen
diferencias en su sensibilidad y especificidad. El propdsito de este estudio es determinar el
indice de desempefio, sensibilidad, especificidad y valores predictivos de cuatro métodos
invasivos, teniendo como técnica de referencia la definicion de caso: cultivo positivo o la
concordancia de por lo menos dos procesos de diagnédsticos positivos.

Metodologia: a setenta y dos pacientes se les tomaron cinco biopsias distribuidas para PCR-
ureC, cultivo, prueba rapida de ureasa (PRU) y examen histoldgico (EH).

Resultados: los indices de desempefio (ID), sensibilidad, especificidad y valores predictivos
mostraron diferencias. La pareja EH-PCR tuvo eficacia considerable por presentar los mayores
valores en los indices analizados. La prevalencia de la infeccion fue de 86.1%.

Conclusion: para establecer el verdadero estatus de la infeccion por H. pylori, se debe
utilizar el criterio de definicion de caso.

Palabras clave: Helicobacter pylori; PCR; Examen Histoldgico; Prueba Rapida de la Ureasa;
Cultivo; Biopsia Gastrica.

Abstract

Introduction: all of the available tests for the diagnosis ofH. pylori have differences in their
sensibility and specificity. The purpose of this study is to determine the developmental index,
sensibility, specificity and predictable values offour invasive methods, using the case
definition as a referential technique; positive culture o concordance of at least two processes
ofpositive diagnostics.

Methods: five biopsies were taken among seventy two patients, distributed for PCR-ureC,
culture, quick ureic test (PRU) and histological examination (EH).

Results: the developmental index (ID), sensibility, specificity and predictive measures
showed differences. The couple EH-PCF was considerably effective, presenting the greatest
values of analyzed indexes. The prevalence of infection was of 86.1%.

Conclusion: in order to establish the true status of the infection by H. pylori, it is
necessary to use the criteria by case definition.

Keywords: Helicobacter pylori; PCR; Histological examination; Quick ureic test; Culture;
Gastric biopsy.

Resumo
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Introducao: todos os métodos disponiveis para o diagndstico de H. pylori tém diferencgas
em sua sensibilidade e especificidade. Este estudo se propde determinar o indice de
desempenho, sensibilidade, especificidade e valores preditivos de quatro métodos invasivos,
tendo como técnica de referéncia, a definicdo de caso: cultivo positivo ou concordancia de,
pelo menos, dois processos de diagndsticos positivos.

Metodologia: foram tomadas cinco bidpsias a 72 pacientes, distribuidas para PCR-ureC,
cultivo, prova rapida de ureasa (PRU) e exame histoldgico (EH).

Resultados: os indices de desempenho (ID), sensibilidade, especificidade e valores
preditivos mostraram diferencas. O par EH-PCR teve eficiéncia consideravel por apresentar
valores maiores nos indices analisados. A prevaléncia da infecgdo foi de 86.1%.

Conclusao: para estabelecer o estatus verdadeiro da infecgao por H. puylori, deve-se utilizar
o critério da definicdo de caso.

Palabras chave: Helicobacter Pylori; PCR; Exame Histoldgico; Prova Rapida da Ureasa;
Cultivo; Biopsia Gastrica.

Fecha de recibo: Febrero/2011
Fecha aprobacioén: Julio/2011

Introduccion

El H. pylori es un bacilo Gram negativo en forma de espiral o curvado, mévil, con flagelos
multiples envainados en un polo de la célula; es un microorganismo microaerdfilo que
coloniza la mucosa gastrica del hombre (1, 3) .

La infeccion por H. pylori es una de las mas comunes en el mundo; la bacteria infecta a mas
de la mitad de la poblacion mundial causando gastritis y enfermedad ulcero péptica, y esta
asociada con carcinoma gastrico y linfoma gastrico tipo MALT (4, 6).

La prevalencia de infeccion por H. pylori varia seguin la edad, localizacion geografica y status
socioeconémico de los individuos (7). Esta prevalencia es alta en paises en via de desarrollo
si se compara con pueblos desarrollados. Entre adultos jovenes en las naciones en via de
desarrollo estad por encima de 80% (8; 9). En Colombia un estudio en ninos de 2 a 9 anos
de edad en la poblaciéon de Aldana (departamento de Narino), mostrd prevalencia de 69% y
aumento de 53% en ninos de 2 anos, a 87% en infantes de 9 anos de edad (10). Bravo et al
(11) encontraron 96% de seroprevalencia en un grupo de 18 a 24 anos. Moncayo et al (12;
13) informaron 86% y 97.3% de prevalencia en pacientes con sintomas dispépticos, en el
departamento de Risaralda y Quindio respectivamente.

Para el diagnostico de la infeccién hay varios métodos que se pueden emplear a fin de
descubrir la presencia de H. pylori: directos/invasivos e indirectos/ no invasivos. Los invasivos
requieren endoscopia y muestras de biopsia de mucosa gastrica y prueba rapida de la ureasa
(PRU), examen histoldgico (EH), cultivo y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los
métodos no invasivos incluyen la prueba de la urea en el aliento
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(urea breathtest: UBT), la demostracion de antigenos de H. pylori en materia fecal (H. pylori
stool antigen test, HpSA test) y las pruebas seroldgicas que se basan en la deteccion
especifica de anticuerpos anti- H. pylori (14, 16).

Todos los métodos disponibles pueden ser utiles en el diagndstico de H. pylori, sin embargo,
tienen diferencias en su sensibilidad y especificidad. Asi una sola prueba (con la excepcién
del cultivo) no es suficiente para hacer un diagnéstico de la infeccion. Por esta razén, el Grupo
Europeo de estudio de Helicobacter (European Helicobacter Study Group) propuso adoptar
como estandar de oro por lo menos dos pruebas diferentes positivas (17). A pesar de ello es
habitual en la practica clinica diaria usar una sola prueba para el diagnéstico de la infeccién,
y ante esta situacidén lo importante es la eleccidon de la "prueba correcta", la cual debe
considerar varios aspectos como la sensibilidad, especificidad, la situacion clinica, la
disponibilidad y costos de la prueba (18).

La seleccion de una prueba confiable es fundamental para detectar la infecciéon por H. pylori,
pero ninguna de las disponibles es adecuada para todas las situaciones, puesto que cada una
de ellas tiene sus propios inconvenientes y fallas (19).

Diferentes utilidades diagndsticas han sido establecidas para cada uno de los métodos y las
variaciones, atribuidas principalmente a la forma de distribucién de cdmo la bacteria coloniza
la mucosa gastrica, la viabilidad de la bacteria, la presencia de sangre y las caracteristicas
histoldgicas del epitelio gastrico como en el caso de condiciones pre- malignas y malignas
gue no son favorables para el crecimiento de H. pylori (18, 20). Estas caracteristicas son
distintas entre las diferentes presentaciones clinicas de la infeccion.

Teniendo presente las dificultades y fallas que presentan los métodos utilizados en el
diagndstico de la infeccion por H. pylori, el propdsito de este estudio fue determinar la
sensibilidad, especificidad y valores predictivos de cada uno de los métodos invasivos (cultivo,
PRU, EH y la PCR) utilizando como prueba de referencia la definicion de caso (paciente
clasificado como H. pylori positivo con base en el aislamiento de la bacteria en cultivo o en la
concordancia de por lo menos dos métodos de diagndstico positivos como EH, PRU y la PCR).
Adicionalmente se evalud la mejor combinacién entre EH- PRU, EH-PCR y PRU-PCR teniendo
como método de referencia la definicién de caso.

Materiales y métodos
Poblacién estudiada

Setenta y dos pacientes consecutivos de cualquier edad y sexo que consultaron por sintomas
dispépticos a unidades de endoscopia de Manizales y aceptaron por escrito participar en el
estudio, firmando el consentimiento informado y cumpliendo los siguientes requisitos de
inclusién: no haber ingerido antibidticos o inhibidores de la bomba de protones o bismuto
durante los previos quince dias o las seis semanas antes de la endoscopia respectivamente
y que residiesen en el departamento de Caldas. Esta investigacién obtuvo aprobacion del
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Tecnolégica de
Pereira.

Se realizaron tres tipos de encuestas: la primera fue diligenciada por los gastroenterélogos
en el momento de la consulta, las otras dos fueron tramitadas por microbiélogos y
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patdlogos a medida que se obtuvieron los resultados. Todas las biopsias fueron tomadas por
los gastroenterdlogos y procesadas por microbidlogos y patdlogos.

Endoscopia gastroduodenal

A cada participante se le tomaron 5 biopsias y se distribuyeron asi: en una biopsia antral se
practicé la prueba rapida de ureasa (PRU); esta biopsia junto con una del cuerpo se utilizd
en el examen histoldgico. Para el cultivo se emplearon dos biopsias (antro y cuerpo). La
quinta biopsia (antral) se sometié a la prueba de la PCR.

Cultivo

Las biopsias se transportaron en forma refrigerada (0°C, NalgenelLabtopCooler) en caldo
tioglicolato con glicerol al 20%. Retiradas las biopsias del medio de transporte, se maceraron
en solucion salina estéril con un homogenizador manual (Deltaware Pellet Pestle) y se
sembraron en la superficie de agar tripticasa soya (BBL) suplementado con sangre de cordero
al 7%, Isovitalex (BBL) y los antimicrobianos vancomicina, anfotericina, bacitracina,
polimixina B y trimetoprim (21).

La incubacion se realizé bajo condiciones microaerofilicas asi: 0Oz, 5%; COz, 10%; y N2, 85%;
a 37°C por 5 a 7 dias (WaterJacketedIncubator, Nuaire). Las colonias sospechosas de ser H.
pylori se confirmaron con coloraciéon de Gram por observacién microscépica de bacilos Gram
negativos curvados y pruebas positivas de oxidasa (Bactident Oxidase, Merck), catalasa
(BactidentKatalase, Merck) y ureasa (solucién de urea al 10%), segun técnicas de rutina
estandar. Los microorganismos aislados se subcultivaron en agar tripticasa soya, libre de
antibidticos y se preservaron a -70°C en glicerol al 20% en caldo BHI (Merck).

Prueba rapida de ureasa (PRU)

A partir de la muestra de la biopsia de mucosa antral, se realizd la prueba rapida de ureasa
en la misma sala de endoscopia, segun el protocolo de la prueba SENSIBACTER pylori -
Test (Laboratorio Microanalisis Ltda.).

Examen histoldgico (EH)

Se utilizé la coloracién de hematoxilina-eosina (H-E) y azul de toluidina modificada. Para el
caso de esta coloracidn descrita por Vartanian et al (22), no se manejo alcian amarillo para
contraste como lo describen los autores, sino Unicamente el Blau-O de Merk para microscopia,
diluido al 1% en agua desionizada. La placa desparafinada se sumergié en esta solucién
durante un minuto, luego se lavo con agua corriente, se deshidraté y se montdé con
citorresina. La cuchilla del micrétomo fue desechable para evitar contaminacién entre las
biopsias procesadas.

Al paciente se le considerd H. pylori positivo cuando por la observacién microscépica se
identifico la bacteria en cualquiera de las biopsias procesadas. Las placas las estudiaron dos
patdlogos en forma independiente.

Reaccidén en cadena de la polimerasa para el gen ureC (PCR-ureC)
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Para extraer el ADN de la biopsia se utilizd el protocolo descrito por Valentine (23).
Brevemente se homogenizé la biopsia y se agregd un amortiguador de extraccidén de tejidos
(Tris-HCI 50 mM, pH7.2; EDTA 1mM con SDS al 1% y 100 ug de proteinasa K/ml), se
incubaron a 55°C por 2 horas. La extracciéon del ADN se realizé por la técnica de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico; el ADN se resuspendié en 100 ul de amortiguador TE 1x estéril
y se almacend a -20°C para su posterior analisis.

La PCR se llevé a cabo en un volumen de 25 pl en termocicladoresGeneAmp PCR System
9700 y 2400(Perkin Elmer). Se utilizd una pareja de iniciadores para amplificar el gen ureC:
5'-AAG CTT TTA GGG GTGTTA GGG GTT T-3'y 5' -AAG CTT ACT TTC TAACAC TAA CGC -3/,

con un tamano de 294 pb (24). La mezcla de reaccion contenia: 10 mM Tris HCI (pH 9.0), 50
mMKCI, 2.5 mM MgCl,, deoxinucledsidotrifosfato 200 uM c/u, glicerol al 7% (v/v), Taq.
polimerasa (Sigma) 1.25 U, iniciadores 10 pmoles ¢/u y 10 pl de ADN de biopsia sin
cuantificar, ya que la muestra ademas de contener probablemente ADN de la bacteria,
contenia ADN humano.

El programa de amplificacién para PCR-ureC fue el siguiente: desnaturalizacion inicial 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 1 minuto, acoplamiento
a 60°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto, y una extension final a 72°C por 4
minutos. La cepa de referencia ATCC 43504 de H. pylori se utiliz6 como control positivo de
ureC.

Cantidades de 15 ul de cada mezcla obtenida por PCR se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa al 2% (Sigma) y se tineron con bromuro de etidio. Un paciente fue considerado
como H. pylori positivo cuando se obtuvo un amplificado de la PCR-ureC de 294 pb.

Diagndstico de la infeccion por Helicobacter pylori

Para hacer el diagndstico de la infeccion por H. pylori se utilizo el criterio de definicion de
caso: un paciente se clasifico como H. pylori positivo por aislamiento de la bacteria en cultivo
0 con base en la concordancia por lo menos de dos métodos de diagndstico positivos (PRU,
EH y la PCR) (17, 19). Se considerdé como verdadero positivo (VP) todo paciente que presento
cultivo o dos pruebas positivas de la combinaciéon de PRU, EH y PCR; verdaderos negativos
(VN) fueron pacientes con todos los métodos negativos; falsos positivos (FP) fueron pacientes
qgue por definicién de caso se clasificaron como negativos para H. pylori y presentaron un
método positivo (PRU o EH o PCR); y falsos negativos (FN) fueron los pacientes que por
definicién de caso se clasificaron como positivos para H. pylori y presentaron un método
negativo (cultivo o PRU o EH o PCR).

Analisis estadistico

A fin de evaluar el desempeno de cada método, se determind en cada caso si el resultado de
la prueba coincidia con la definicion de caso, y con esta base se calculdé el indice de
desempeno (ID) dividiendo el nimero total de aciertos (positivos y negativos) de la prueba
por el nUmero de casos. Con los valores de VP, VN, FP y FN definidos anteriormente, se
determind la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo e
indice de Kappa de cada método analizado por el Software Epidat 3.1. También se aplico la
misma metodologia para comparar las combinaciones entre: EH-PRU versus EH-PCR; EH-
PRU versus PRU-PCR; y EH-PCR versus PRU-PCR teniendo como método de referencia la
definicién de caso. Todos los analisis se realizaron con un nivel de confianza del 95%.
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Resultados
Edad y género de los participantes

De los 72 pacientes estudiados, 34.7% eran hombres y 65.3% mujeres, con edades entre 19
y 83 anos; 29.2% de los pacientes se ubicaron en un rango de edad entre 41 y 50 anos.

Patologia gastroduodenal y Helicobacter pylori

El estudio endoscdpico revelé que 40.3% pacientes presentaban gastritis cronica antral;
40.3% gastritis aguda antral y 19.4% mostraban gastritis junto con otra patologia
gastroduodenal.

De los 72 pacientes por estudio histoldgico, 79.2% presentaban gastritis superficial, de estos
pacientes 4 fueron negativos para H. pylori. 5.6% de los pacientes presentaron gastritis
folicular y todos fueron positivos para H. pylori. 6.9% pacientes presentaron examen
histolégico normal y uno de ellos fue positivo para H. pylori. Finalmente, 8.3% mostraron
combinacion de patologias incluyendo metaplasia intestinal y de ellos 2 fueron negativos para
H. pylori en la combinacién de gastritis superficial/gastritis crénica antral/ metaplasia
intestinal.

Porcentaje de positivos que detecté cada uno de los métodos

Los resultados de deteccidn de H. pylori por cada uno de los métodos en los 72 pacientes del
estudio se discriminan asi: en el cultivo se utilizaron dos biopsias, en biopsia del antro fue
positivo para el 22.2%, en biopsia de cuerpo para el 23.6%. El aislamiento de la bacteria en
cualquiera de las dos biopsias fue indicativo de la presencia de H. pylori, asi que la
combinacién de los resultados (consolidado) de las dos biopsias establecié que el 23.6% de
los pacientes tenian la bacteria. Los resultados para la prueba rapida de ureasa (PRU) en
biopsia antral establecié que 69.4% de los pacientes tenian H. pylori.

Para el caso del examen histoldgico (EH) se utilizaron dos biopsias (antral y cuerpo) y la
visualizacién microscopica de la bacteria en cualquiera de las dos biopsias en los cortes
histoldgicos coloreados con azul de toluidina modificada fue indicativo de la presencia de H.
pylori. Las dos biopsias mostraron idénticos resultados con un 83.3%. La combinacion de los
resultados de las dos biopsias mostré que 83.3% de los pacientes poseian H. pylori. Los
resultados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de biopsia antral indicd que 90.3%
de los pacientes tenian la bacteria.

Prevalencia de la infeccion estudiada por definicién de caso

La prevalencia de la infeccion por H. pylori fue definida por aislamiento de la bacteria en
cultivo o con base en la concordancia de por lo menos dos métodos de diagndstico positivos
(PRU, EH y la PCR). De acuerdo con la definicion anterior la prevalencia de la infeccién en la
poblacién estudiada fue 86.1%. Por definicién de caso en el cultivo la PRU, EH y la PCR
presentaron 45, 13, 3 y 3 falsos negativos respectivamente; los métodos de PRU, EH vy la
PCR presentaron 1, 1, y 6 falsos positivos. (Cuadrol)
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Cuadro 1. Indice de desempeio (ID) e intervalos de confianza de los métodos
de diagndstico de 1. pylori segim ¢l origen de 1a biopsia antro y cucrpo.

Biopsia/método Cultivo Prueba Rapida Examen Reaccion en

diagnostico e ID de Ureasa Histologico  Cadenade la
indice de 1D ID Polimerasa
desempefo ID
Antral 36.1 80.6 944 87,5
[25.0-472] [714-%9.7] [89.2-997] |79.9-953]
Cuerpo 37.5 94.4
[26.3 - 47.2) [89.2-99.7|

Al realizar un analisis comparativo del ID entre los métodos en los intervalos de confianza,
se encontraron diferencias cuando se compararon cultivo y PRU, Cultivo y EH, cultivo y PCR,
PRU y EH en biopsia antral; en las demas comparaciones no se observaron diferencias
estadisticas significativas. El mejor método de acuerdo con el ID fue el EH y el peor
desempeno se presenta en el cultivo.

Evaluacion de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos e indice Kappa de
cada uno de los métodos

El cultivo fue el de menor sensibilidad (27%) y la PCR de mayor sensibilidad (95%). Respecto
a la especificidad, el cultivo con 100% de especificidad fue seguido por PRU y EH. Los valores
predictivos positivos en los cuatro métodos fueron superiores a 90% Yy el de mayor valor
predictivo negativo fue el EH (75%). Al determinar los indices Kappa para cada uno de los
métodos, el EH tuvo el mayor valor (k=0.79), seguido por PRU (k=0.46), PCR (k=0.40) y
cultivo (k=0.02).
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Cuadro 2, ndice de desanpeiio, sensibilidad, especificidad, valor predictiva posilivo
v valor predictivo negativo de combinacidn de dos métodns positivos ¥ sus respectivos
intervalos de confianza frente a la definicion de caso

Parcjas de Prucba Examen Examen
mérodos ripida de Ureasa Histologico- Histologico-
diagnostico reaccidnencadena  Reaccionen Cadena  Prueba Ripida
de 1a polimerasa de la Polimerasa de Urcasa
% Y% Y
D 79.2 91.7 79.2
[69.8 — 88.5] [85.3 - 98.1] [69.8 - 88.5]
S 76 % 76
[65.0 —86.0] [83.0-98.0] [63.0 - 86.0]
E 100 100 100
[100] [100] 100]
VP+ 100 100 160
[100] [ 1G] [100]
VP- 40 63 4
|21.0-59.0] [39.0-86.0] 100

[21.0-59.0]

(1) Indice de desempeiio, 8z sensihilidad, H: Especificidad VP+: valor predietiva positive,
VP= valoe predictivo negative

El anterior analisis lleva a establecer cuantitativamente que la combinacion EH-PCR mostré
mayor eficacia en el proceso diagndstico por presentar los mayores valores en los indices
analizados, seguido por la combinaciéon de EH-PRU o PRU-PCR.

El cuadro 3 muestra los resultados de verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos
positivos y falsos negativos de las posibles combinaciones entre dos métodos, de acuerdo a
la definicién de caso tomado como método de referencia. Ninguna de las combinaciones
mostro falsos positivos y el de menor falsos negativos fue la combinacién EH-PCR.
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Cuadro 3. Resultados clasificados como verdaderos positives (VP). verdaderos negativos (VN).
lalzos positivos (FP) v falsos negativos (FN) por pargjas de mélodos posilivos [renle
q definicidn de caso

Examen Examen Prueba Rapida de
Histologico- Histologico- Ureasa-Reaccion
ResultadofMEOd0 pogcrion en cadena Prueba Rapida en Cadena de
de I Palimerasa de Ureasa la Polimerasa
VP 56 47 47
V 10 10 10
FP 0 0 ¢
FN 6 15 15
Discusion

Para el diagndstico de la infeccion hay varios métodos disponibles que pueden ser utiles en
el diagnodstico de H. pylori, aunque tienen diferencias en su sensibilidad y especificidad. Por
esta razoén el Grupo Europeo de estudio de Helicobacter (European Helicobacter Study Group)
propuso adoptar como estandar de oro por lo menos dos pruebas diferentes positivas (17).
La seleccién de la prueba diagnostica debe considerar varios aspectos como la sensibilidad,
especificidad, la condicion clinica, la disponibilidad y costos de la prueba

(18). En este estudio se utilizd como prueba de referencia el criterio de cultivo positivo o la
concordancia de al menos dos métodos positivos (PRU, EH y la PCR).

Aunque el cultivo tiene 100% de especificidad, la sensibilidad es variable. Existen numerosas
causas que explican esta variabilidad como lo describen diferentes autores (16; 19; 20; 25).
La baja sensibilidad del cultivo en nuestro estudio se podria explicar por el tiempo que
permanecieron las biopsias en la sala de endoscopia antes de ser trasportadas al laboratorio.
H. pylori es un microorganismo labil y el procesamiento de la muestra debe realizarse de una
forma rapida una vez que esta ha sido obtenida. H. pylori permanece viable en suero salino
hasta 6 horas o hasta 48 h si se conserva en nevera a 4°C en medio semisdlido. No obstante
parece que la mejor alternativa es procesar la biopsia durante las cuatro horas posteriores a
la recoleccién de la muestra (26).

Cultivar directamente la biopsia en la sala de endoscopia es complicado por las condiciones
en que debe realizarse el cultivo y por ello no se utiliza. Ademas el tratamiento con
antibidticos, inhibidores de la bomba de protones y antagonistas H» alteran los resultados del
cultivo, y aunque el estudio planteé la no inclusién de los pacientes que habian consumido
cualquiera de los anteriores medicamentos, es posible que no todos cumplieran con el
requisito ya sea porque no recordaban los nombres especificos o habian consumido
antibioticos en el tratamiento de otras infecciones, la automedicacién o la combinacion de
antisecretores con diferentes medicamentos en el tratamiento de infecciones para disminuir
o evitar la gastritis medicamentosa.
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De otra parte los cultivos tienden a ser realizados en centros de investigacion particularmente
dedicados a la infeccidn por H. pylori. Sin embargo, como la tendencia a la resistencia esta
aumentando globalmente, existe un fuerte argumento para realizar los cultivos y probar la
sensibilidad a los antimicrobianos después de una falla terapéutica en el tratamiento primario
(para prevenir la emergencia de doble resistencia a claritromicina y metronidazol) aun
después de la segunda falla terapéutica. En efecto, algunos podrian arglir que deberia ser
realizado en el diagndstico inicial en areas de alta prevalencia de resistencia (20).

Varias pruebas de ureasa estan disponibles comercialmente, incluyendo pruebas basadas en:
gel (gel-basedtests: CLOtest, Hp-Fast); papel (paper-basedTests: PyloriTek,
ProntoDryHpOne); en fase liquida (liquid-basedtests:CPtest, EndoscHp).

La mayor parte de las PRUs comercialmente disponibles indican una sensibilidad (S) y
especificidad (E) entre 79% y 100% y de 92% a 100% respectivamente. La prueba utilizada
en el estudio (SENSIBACTER pylori -Test Hospimedics) mostré una S=79% y E=90%,
indicando que la prueba utilizada estd dentro de los rangos reportados por otros
investigadores (19, 20) aunque es importante mencionar que estos parametros pueden
cambiar bajo ciertas circunstancias como en el caso de enfermos con sangrado del tracto
digestivo superior, si el contenido gastrico es contaminado con sangre o cuando hayan
recibido medicamentos inhibitorios de la bomba de protones, antagonistas del receptor-H,,
antibiodticos, o compuestos con bismuto (9; 20; 27; 28).

La sensibilidad y especificidad del examen histoldgico en el diagndstico de H. pylori, varia
entre 53% a 90% dependiendo de la practica clinica, la densidad de la colonizacion y la
experiencia del histopatélogo. En general, un diagnédstico histolégico puede ser hecho
alrededor del 90% de los casos (29, 30) con un promedio de 2 a 3 dias, pero este se
incrementa cuando se toman multiples biopsias, lo cual aumenta los precios por el
procesamiento de las biopsias y sobre todo en el monto final del diagndstico. Un tratamiento
previo reduce el nimero de H. pylori y afecta en forma negativa la sensibilidad (29, 32). En
el estudio el EH fue el método individual que cuantitativamente mostré mayor eficacia en el
proceso diagndstico.

En la actualidad se dispone de varias técnicas moleculares para detectar H. pylori que ofrecen
excelentes posibilidades en el diagndstico. La PCR ha sido extensamente utilizada para el
diagnéstico de H. pylori en biopsia gastrica, saliva, heces fecales y otros especimenes que no
solo permiten detectar la bacteria sino también los factores de virulencia y de los genes
involucrados en la resistencia de los antibidticos (33, 35). La sensibilidad de la PCR utilizada
en el estudio fue buena, pero la especificidad no, lo cual se explica por el niumero de falsos
positivos que mostrd la prueba cuando se consideré6 como método de referencia la definicion
de caso. Esto ya ha sido demostrado previamente por otros autores en donde la PCR detecta
la bacteria aun cuando otros métodos no (36, 37). Con los resultados obtenidos para cada
uno de los métodos utilizados en este estudio, fue necesario evaluarlos de acuerdo con el
criterio de definicidon de caso previamente sugerido por otros autores (17, 19, 20).

Un punto relevante de esta investigacidn fue determinar el verdadero estatus de la infeccién
H. pylori utilizando como método de referencia la definicion de caso; para los pacientes con
cultivo positivo fue indicativo de la presencia de H. pylori. Pero en el tema de cultivo negativo,
la positividad de al menos dos métodos positivos (PRU, EH y PCR) fue un
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criterio definitivo para establecer el verdadero estatus de la infeccién por H. pylori. De
acuerdo a las posibles combinaciones entre estos métodos, se pudo evidenciar que la pareja
de EH-PCR mostro los mejores resultados con diferencias estadisticas significativas, frente a
PRU-PCR y PRU-EH y con un

indice de Kappa bueno de la escala de Ledis y Koch. Sin embargo, la PCR solo se realiza en
centros de investigacion y por ello la hace irrealizable como método de rutina en el
diagnéstico de la infeccion. En el futuro se espera que esta técnica sea implementada como
método de diagndstico de rutina y como opcién alterna, la pareja PRU-EH que presenté una
sensibilidad de 76% y especificidad de 100%.

En conclusion, debido a la alta tasa de resultados falsos negativos y las dificultades inherentes
al cultivo de H. pylori, este no se recomienda como método de referencia para el diagndstico
de la infeccidén por H. pylori en la practica clinica; el cultivo seguira siendo una herramienta
util para estudiar virulencia y resistencia a los antimicrobianos, aunque con los resultados
obtenidos avalamos el criterio de definicidn de caso.

La combinacién de resultados positivos de EH y PRU es una excelente opcién cuando
clinicamente se requiera la endoscopia; ello permite establecer el verdadero estatus de la
infeccidon y las alteraciones histopatoldgicas en los pacientes con sintomas dispépticos, y
aunque estas dos pruebas son invasivas pueden realizarse durante el procedimiento
endoscépico sin que esto altere en mayor grado el tiempo del procedimiento, sin que se
aumente su morbilidad, y los costos siguen siendo razonablemente mas bajos que los de las
otras pruebas empleadas.

Para establecer el verdadero estatus de la infeccion por H. pylori se debe utilizar el criterio
de definicidn de caso, porque los métodos manejados en el estudio mostraron diferencias en
los indices analizados. Es importante considerar que si bien los resultados obtenidos para la
combinacién EH-PCR mostraron mayor eficacia, se debe tener como alternativa de
combinaciéon PRU-EH por su menor costo y facilidad con que se ejecutan en el laboratorio.
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