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RESUMEN. present6 la sensibilidad diagnéstica mas alta (76%)
Introduccidn. El estudio se realiz6 en 78 pacientesiientras que el método de ELISA no comercial
referidos al Servicio de Endoscopia Digestiva debn antigeno de origen costarricense presento la
Hospital San Vicente de Paul, un estudio deensibiliodad diagndstica mas baja (57%), pero con
anticuerpos séricos arti. pyloritipo IgG, IgM e la mayor especificidad diagnéstica (92%). El
IgA por el método de ELISA utilizando antigenosnétodo de ELISA no comercial més especifico fue
comerciales y preparados con bacterias autéctonaelgjue utiliza antigeno de origen costarricense, sin
a fin de determinar la sensibilidad diagnéstica y Embargo el antigeno de origen sueco mostré mayor
especificidad diagndstica de cada inmunoglobulinsensibilidad (67%).

Material y métodos. Se utilizé un método de Conclusiones.El uso de antigenos autdctonos
ELISA comercial y dos métodos de ELISApermite detectar la presencia He pylori con
preparados en el laboratorio utilizando antigenasayor confianza que los foraneos, ya que una
no comerciales, uno de origen costarricense y ofpoueba serolégica aumentada es altamente
preparado en Suecia. sugestiva de la presencia de la bacteria en la mucosa
Resultados. El 83% de los pacientes presentarogéstrica. La inmunoglobulina adi. pylori con
infeccion poH. pylori. En la determinacion de IgG mejor sensibilidad y especificidad diagnéstica fue
anti H. pylori el método de ELISA comercialla IgG, pero se recomienda realizar un estudio
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histolégico de biopsia gastrica para un adecuadntigens prepared with strains from other regions,
diagndstico de la presencia #e pylori en la because elevated serologic tests are high suggestive
mucosa gastrica, ya que éste no se debe haskthe presence of the bacteria in the gastric
utilizando unicamente el estudio serolégico.  mucous. The antil. pylori inmunoglobulin with
(Rev Biomed 2002; 13:15-23) the highest diagnostic sensitivity and specificity was

the IgG, but a histologic study of gastric biopsy
Palabras clave: H. pylori, seroprevalencia, instead of using the serologic test alone is
ELISA, Costa Rica. recommended for the diagnosis-ofpylori.

(Rev Biomed 2002; 13:15-23)

SUMMARY. Key words: H. pylori, seroprevalence, ELISA,
Diagnostic value of Helicobacter pylory Costa Rica.

antibodies in patients referred to the digestive

endoscopy service at the Hospital San Vicente

de Paul, Costa Rica. INTRODUCCION.

Introduction. Antibodies titers againsi. pylori La bacteriaHelicobacter pyloritiene gran
antigens were determined in 78 patients referrédportancia médica debido a su implicacion en la
to the Digestive Endoscopy Service of the Samatologia gastroduodenal. (1). Ha sido reconocida
Vicente de Paul Hospital, Costa Rica. The assagmo el agente causal mas importante de Ulcera
was performed by enzyme immunoassay (ELISAJuodenal (2) y Ulcera gastrica (3), y tiene un papel
using commercial and non comercial methods wiimportante en la patogénesis del cancer gastrico
costarrican bacterial antigens and antigens prepa(éjl

in Sweden, with the purpose of determining the Eldiagndstico de gastritis asociadd.gylori
diagnostic sensitivity and specificity of IgG, IgMse basa en diferentes técnicas que varian en su
and IgA inmunoglobulines. grado de agresividad, eficacia y disponibilidad en
Material and methods. The commercial ELISA términos de costo-beneficio. Dentro de estas
method was performed according to instructiortgécnicas se logra el diagndstico mediante la
and the two ELISA methods were prepared in thaeterminacion de la respuesta del huésped a la
laboratory using no commercial antigens, one fromfeccion por medio de anticuerpos atipylori
Costa Rica and the other prepared in Sweden. en suero, saliva, jugo gastrico o cultivos de mucosa
Results.H. pyloriinfection was present in 83% ofduodenal, pruebas de ureasa o por observacion
studied patients The determination of IgG anti microscopica de cortes histoldgicos de biopsia
H. pylori by commercial ELISA method presentgastrica (5,6).

the highest diagnostic sensitivity (76%) and the non La infeccién porH. pylori induce a una
commercial ELISA using costarrican antigemespuesta inmune local y sistémica. La respuesta
shows the lowest diagnostic sensitivity (57%) witmmune aH. pylori al nivel de la mucosa es
the highest diagnostic specificity (92%). The nopredominantemente de tipo IgA (7) mientras que
commercial ELISA method more specific was thia sistémica es esencialmente a inmunoglobulinas
one that uses costarrican bacterial antigen, but the la clase 1gG (8).

antigen prepared in Sweden had the highest La deteccion de la respuesta sistémica del tipo
sensitivity (67%). IgA no ha sido un hallazgo importante y los titulos
Discussion.The use of antigens prepared of locale anticuerpos a un conjunto de antigenos de
strains permits the detection of the presendé. of células completas d¢. pylori se han demostrado
pylori with greater confidence as compared tmas altos para la clase IgG que para la IgA (8, 9).
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Los anticuerpos IgM no difieren entre individuogomercial (DPC Biermann GmbH) y dos métodos
H. pylori positivos y los negativos (9). preparados en el laboratorio utilizando antigenos
Se han desarrollado varios meétodoso comerciales obtenidos de bactekhspylori

serologicos para la deteccion He pylori (10). autéctonas y de bacterias de pacientes suecos.
Las pruebas seroldgicas constituyen un medio
sencillo y poco invasivo para la deteccion de esta
infeccion. Existen diferentes métodos aplicabl@édATERIAL Y METODOS.
al diagnéstico seroldgico incluyendo aglutinacion  Muestras: se obtuvo muestras de biopsia
bacteriana, fijacion de complemento, hemaglutinacigrdstrica antral y de suero con material estéril
pasiva, inmunofluorescencia indirecta, aglutinaciGihescartable de 78 pacientes referidos al Servicio
mediante particulas de latex marcadas con antigeleoGastroscopia del Hospital San Vicente de Paul,
bacterianoijnmunoelectrotransferencia y técnicasleredia, Costa Rica. Todos los pacientes incluidos
de enzimoinmunoanalisis, siendo el método am el estudio dieron su consentimiento para
ELISA el mas sensible y el mas utilizado (11). participar en la investigacion que contd con la
La técnica de ELISA es un métodamprobacion del Comité de Etica del Hospital. A
diagnéstico sencillo y rapido que posibilita ladada paciente se le realizo analisis histologico de
realizacion de estudios epidemiologicos con laopsias de antro gastrico, frotis por aposicion
ventaja de poder obtener resultados cuantitativesiiido con Giemsa, pruebas rapidas de ureasa y
lo que permite establecer distintos valores dwiltivo. Se consideraron positivas parpylorilas
positividad para diferentes grupos poblacionalesdyopsias que mostraron resultados positivos con
evaluar la respuesta al tratamiento (12). cualquiera de estos métodos y negativas las que
El aislamiento, la identificacién y lano mostraron positividad con ninguna de las
purificacién de antigenos especificos ha llevadomuebas. Ademas, a cada paciente se le realizé
desarrollo de varios sistemas de ELISA, algunestudio de anticuerpos ahti pylori por ensayo
de los cuales han sido incorporados a juegos idenunoenzimatico utilizando un método de ELISA
reactivos comerciales disponibles (13, 14). comercial en 62 muestras para IgG y dos métodos
En las diversas técnicas de ELISAle ELISA preparados en el laboratorio utilizando
desarrolladas para la deteccion de anticuerpastigenos no comerciales para IgG, IgM e IgA en
especificos frente Bl. pylori se han empleadolos 78 pacientes.
diferentes preparaciones antigénicas incluyendo
organismos Vivos, bacterias tratadas con formaliraae |

somcados_ bacterianos y_tratados Con.cal(gervicio de Patologia del Hospital México usando
ultracentrifugado de sonicados bacterianog, iincisn de hematoxilina — eosina y azul de

antigenos termoestables, extractos antigénicos S dina.
glicerina &cida, preparaciones de ureasa bacteriana,
antigeno de citotoxina, proteinas celulares de alto Frotis por aposicion tefiido con Giemsase
peso molecular y proteinas de membrana extefig@lizaron frotis por aposicion de las biopsias
(15). gastricas en portaobjetos fijandose con alcohol
En esta investigacion nos propusimos realizgt€tilico por 3 minutos. Luego se cubrié con el
un estudio de anticuerpos en suero Bintpylori colorante de Giemsa (29) y se dejo a temperatura
tipo 1gG, IgM e IgA por el método de ELISA aambiente de 15 a 30 minutos para observar
fin de determinar la sensibilidad y especificidathicroscopicamente la presencia de bacilos
diagnéstica para cada inmunoglobulina. Para efi@racteristicos en el frotis.

se utilizé un juego de reactivos de una casa

Estudio histoldgico: el estudio histolégico
as biopsias gastricas se llevd a cabo en el
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Pruebas de ureasa: los espacios no saturados. Se utilizd
Rojo fenol: la preparacion de los reactivosnmunoglobulinas de conejo anti humanas IgA, IgG
se llevo a cabo de acuerdo con Arvid y col. (30¢ IgM marcadas con fosfatasa alcalina. Al dia
Cada biopsia fue colocada en un volumen de GGRjuiente se agregdé 100 pL del sustrato de
ml de reactivo y mantenida a temperatura ambiemgaranitrofenol 1 mg/mL en amortiguador de
por un minuto. Se utilizé un blanco de reactivodietanolamina 1M pH 9.8. Los titulos de
como control negativo. Una prueba positiva santicuerpos antil. pylorifueron expresados como
presenta cuando ocurre cambio de color de amarifitulos relativos, el valor de densidad Optica a 405
a rojo antes de los 20 minutos de incubacion. nm a los 60 minutos de agregado el sustrato
O-cresolftaleina complexona (OCPC)se multiplicado por el factor de dilucion de 1000. El
preparé una solucion de trabajo conteniendo EDFAINto de corte fue determinado obteniendo el
2,5 mmol/L, urea 100 mg/dly OCPC 2,5 mmol/lpromedio mas dos desviaciones estandard de los
apH 7,0. Cada biopsia fue colocada en un volumgtulos relativos obtenidos en los pacientessin
de 0,5 ml de reactivo e incubada a temperaturatamiento poH. pylori que presentaron tanto
ambiente. Las lecturas se realizaron al minutogatudio histolégico como cultivo, tincion de
los 30, 60, 90 y 120 minutos utilizando el reactiv@iemsay pruebas de ureasa negativas.
de OCPC como control negativo. Una prueba ELISA con antigeno preparado en Suecia:
positiva se presenta cuando aparece un cotmmo antigeno se utilizd el sobrenadante de un
parpura (31). sonicado de bacterias de la cepa controHde
Cultivo: las biopsias gastricas seyloriNCTC-11637 y cuatro aislamientos No. 128,
transportaron en medio Cary-Blair yl32, 134 y 151, preparado en el Laboratorio de
posteriormente fueron inoculadas en agar sandgdacteriologia Oral, Instituto Karolinska, Hospital
con TTC al 1% (agar sangre Columbia con sangriddinge, Suecia. Las placas de microtiter fueron
de caballo desfibrinada) para ser incubadas de Beaubiertas con 100uL/pozo del antigeno y se
7 dias en jarra de anaerobiosis sin catalitico cprocedio igual al método anterior.
sobre de Gas-Pack a 37°C. A todas las colonias
se les realiz6 tincion de Gram y a las bacterias
bacilos Gram negativos oxidasa positivos se I&ESULTADOS.
realizo la prueba de ureasa, catalasa'y movilidad . Por el método obtenido de la casa comercial
Enayos inmunoenzimaticos: se analizaron los niveles séricos de IgG a 62
ELISA comercial: se utilizé un juego de pacientes, mientras que con los métodos
reactivos de Ig@H. pylori Milenia de la DPC preparados en el laboratorio se analizaron 78
Biermann GmbH (32) segun las recomendaciones
de la casa comercial.

; . Cuadro 1

ELISA con antigeno de pacientes  Eggydio serologico de 62 sueros para IgG anki.
costarricenses:se utiliz6 como antigeno una pylori por diferentes métodos de ELISA.
suspencion de bacterias totales, cultivadas de
biopsia géstrica de pacientes costarricenses, en'@§épdo  No. de muestras No. de falsos
ml PBS-Tween con 0,01% NqNa cual fue ELISA  Positivas Negativas Positivo Negativo
sonicada y determinada su concentracion prote€gmercial 40 ) 5 16
en 500 mg/dL. Las placas de microtiter fueropLiIsA1 16 46 3 38
recubiertas con 5 g/pozo del antigeno durante B4SA2 31 31 5 25

24 horas a temperatura ambiente. Se adicion6 100

uL de suero fetal bovino por 2 horas para bquue%r antigeno de origen costarricense
. antlgeno de origen sueco
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Cuadro 2
Sensibilidad y especificidad diagnéstica de los métodos de ELISA en la determinacion de IgG ahtpylori.
Método Sensibilidad diagnégtica Especificidad diagnéstica(%o)
ELISA comercial 76 79
ELISA 1 57 92
ELISA 2 67 78

1: antigeno de origen costarricense
2: antigeno de origen sueco

Sensibilidad diagndstica: verdaderos positivos 100
verdaderos positivos + falsos negativos

Especificidad diagnostica: verdaderos negativos 100
verdaderos negativos + falsos positivos

muestras de suero por IgG, IgM e IgA. investigar factores como el origen geogréafico, la
En la muestra analizada se encontro un 838fuacion socioeconomica, los antecedentes étnicos
de pacientes positivos verdaderos Hopyloriy vy la edad (5).
un 17% de pacientes negativos verdaderos por esta Otra importante indicacién de las
bacteria. investigaciones seroldgicas es su aplicacion en el
En los cuadros No. 1, 2, 3y 4 se muestran Ilssguimiento del tratamiento de erradicacion a largo
resultados obtenidos en este estudio. Capkzo. Varios estudios han demostrado que el
mencionar que dos pacientes recibieron tratamiemtescenso significativo en el titulo de anticuerpos
previo contra la infeccion pét. pylori,por lotanto 1gG e IgA generalmente se produce después de
no se consideraron al calcular la especificidagkis meses de una erradicacion satisfactoria (20).
diagnodstica. Actualmente es posible la determinacion de
clases independientes de inmunoglobulinas séricas
(IgG, IgA, IgM, IgE) especificas frentea pylori.
DISCUSION. La inmunoglobulina predominante entre estas
La serologia ha encontrado su principallases de anticuerpos séricos circulantes es la IgG.
aplicacion en los estudios epidemioldgicos y se I la literatura se ha reportado con respecto a IgG
utilizado para conocer los porcentajes den suero una sensibilidad del 81 al 100% y una
prevalencia déd. pylori en varias poblaciones eespecificidad entre 73 y 100% con un valor

Cuadro 3
Estudio seroldgico de 78 sueros para inmunoglobulinas artii. pylori por ELISA.
No. de muestras No. de falsos
Positivas Negativas Positivos Negativos
IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA
ELISAL 22 10 27 56 66 51 3 2 4 45 54 41
ELISA 2 37 22 36 38 56 43 4 3 5 30 46 36

1. antigeno de origen costarricense
2: antigeno de origen sueco
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Cuadro 4
Sensibilidad y especificidad diagnésticas de ELISA en la determinacién de inmunoglobulinas aHti pylori.

Sensibilidad diagndéstica (%) Especificidad diagnéstica (%)

1gG IgM IgA IgG IgM IgA
ELISA 1 53 49 55 92 85 85
ELISA 2 63 52 59 85 78 78

1: antigeno de origen costarricense

2: antigeno de origen sueco

predictivo de infeccion entre el 90y 95% (5). pero con la especificidad diagnéstica mas alta
Las respuestas de IgG en personas infectad@2%). Esto nos indica que el método que mostro
involucran a las cuatro subclases dmenor numero de muestras falsas positivas fue el
inmunoglobulina G ( 1gG 19G,, 1gG, e IgG, ), ELISA no comercial con antigeno costarricense,
pero parece ser predominante de las subclasgs Ig€ro que a su vez fue el que mas falsos negativos
elgG 019G, IgG, e IgG,. Elestudio de los niveles presento.
de subclases independientes de IgG no resulta A pesar de que en el ELISA comercial se
superior a la deteccién del nivel de IgG total patgsaron cepas d¢. pylori ajenas a nuestro medio,
conseguir el diagndstico seroldgico de la infeccidas resultados de sensibilidad clinica fueron muy
por H. pylori (5). buenos en comparacion con los otros métodos no
La inmunoglobulina IgA especifica frentela comerciales, es decir, fueron los que presentaron
pylori constituye el principal anticuerpo implicadanenor nimero de falsos negativos, posiblemente
en la respuesta inmune a nivel local. La respuegtar el mejor desempefio analitico del método
sistémica suele ser menos marcada que la de Ig@mercial.
sin embargo sus niveles en suero parecen indicar EI método de ELISA no comercial mas
un grado mas severo de inflamacion de la mucosapecifico fue el que utiliza antigeno de origen
Aungue también es posible la determinacion de Igbbstarricense, sin embargo el preparado en Suecia
especifica frenteld. pylori su utilidad diagnéstica mostré una mayor sensibilidad. Por lo tanto no
parece ser limitada ya que se detecta raramenteeagontramos ninguna ventaja metodolégica en
individuos infectados (5). Sin embargo en estaianto a sensibilidad clinica, al utilizar antigenos
estudio se observa una sensibilidad y especificidptbducto de las bacterias aisladas de pacientes
clinica semejantes a IgA. costarricenses. Sin embargo, si se desea disminuir
De nuestro estudio podemos concluir que el nimero de falsos positivos, se recomienda el uso
83% de los pacientes estudiados presentard@ antigenos autéctonos. Un valor superior al
infeccién porH. pyloriy que en el caso de laestablecido (valor de corte mayor) es altamente
determinacion de IgG art. pylori el método de sugestivo de que el paciente preséhtpylorien
ELISA comercial presentd la sensibilidadnucosa géstrica. Posiblemente esto se deba a una
diagnéstica mas alta (76%) con una especificidadenor interferencia debido a la disminucion de
de 79% mientras que el método de ELISA nmacciones cruzadas.
comercial con antigeno de origen costarricense En cuanto a las inmunoglobulinas IgG, IgM e
presento la sensibilidad diagnostica mas baja (57¢¢A analizadas por métodos no comerciales,
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podemos concluir que la inmunoglobulina &hti  sensible y especifica posible, el antigeno usado debe
pylori con mejor sensibilidad y especificidaccontener componentes compartidos por la mayoria
diagndstica es sin duda la IgG, como lo hathe cepas dél. pylori sin mostrar reacciones
indicado otros investigadores (5, 8, 9). Esto paruzadas con otros antigenos bacterianos. La
cuanto la IgG antd. pylorifue la inmunoglobulina introduccion de antigenos mas purificados reduce
gue presenté el menor numero de falsos positiviasaparicion de reacciones cruzadas y mejora la
y falsos negativos, tanto con el antigeno de origespecificidad de la técnica, lo que también se logra
costarricense como con el preparado en Suecianediante el uso de antigenos autdctonos.

De los falsos negativos por el método de A pesar de la alta especificidad aportada por
ELISA se podria suponer que se trata de pacienéstos antigenos parcial o altamente purificados su
recién infectados o que presentan poca respuestapleo individualizado puede conllevar algunas
inmunoldgica hacial. pylori. Otra posibilidad se desventajas principalmente debidas a la reduccion
puede deber a que la poblacion costarricendel nivel de sensibilidad del método (5).
presenta titulos elevados pétapylorilo que haria La composicion del antigeno ideal todavia no
gue el valor de corte sea alto aun para los pacient@ssido lograda, sin embargo parece razonable
verdaderos negativos, elevandose el numero pensar que la combinacién de dos o mas antigenos
falsos negativos. La presencia de falsos positivparificados podria considerarse adecuada (5).
podria deberse a reacciones cruzadas o al efecto Si bien, la aplicacion de la serologia presenta
de parche en el analisis por biopsia debido apacas ventajas al diagnéstico, aporta conocimiento
distribucion desigual dedi. pylori en la mucosa al nivel epidemioldgico de la infeccion gerpylori
gastrica (21, 22). Alun mas, la disminucion de la posiblemente sea util para seguimiento del
especificidad diagndstica de las pruebas serolégitestamiento a largo plazo. La interpretacion de los
también puede deberse a que con frecuenciaresultados obtenidos mediante procedimientos
prescriben antibidticos para infecciones comunaesroldgicos debe ser cautelosa y siempre respaldada
como las respiratorias superiores e infecciones gealr la historia clinica del paciente. Se recomienda
tracto urinario que como en el caso dekalizar un estudio histolégico de biopsia gastrica
metronidazol y claritromicina, erradican ldl para un adecuado diagndstico de la presencia de
pylori en un 17-20% de los pacientes (23). Esta bacteria en la mucosa gastrica (27), y no hacerlo
hace que estas pruebas serolégicas se mantengdizando unicamente el estudio seroldgico.
positivas mientras que la actividad de la ureasa es
negativa y no se observa esta bacteria en el estudioRADEClMlEI\lTO
histolégico (24). Esta situacién puede resultar &1 Al Departamento de Bacteriologia Clinica del
una prueba serologica falsa positiva. Instituto Karolinska, Suecia, por facilitarnos antigeno de

Otra condicién que podria disminuir laH. pylori asi como placas de microtitulo utilizadas en los
especificidad de las pruebas serolégicas esHBISAS no comerciales.
presencia de agentes que alteren la mucosa gastrica
produc_:lendo mﬂam_a}mon, dlstrl_b_umon deaguaﬁaEFERENClAS.
bacteriana y alteracion de la actividad de la ureagagrimiey c, Holder R, Loft D, Morris A, Nwokolo C.
(25, 26). Estos agentes pueden ser compuestescobacter pylori-associated antibodies in patients with
de bismuto, inhibidores de la bomba de protonesiyodenal ulcer, gastric and oesophageal adenocarcinoma.
los mismos antibidticos, que dificultan la deteccighur J Gastroenterol Hepatol 1999; 11: 503-9.

histolégica déd. pyloriy aumentan la pl’ObabI|Idad2._ Velhuyzen S, Sherman PhHelicobacter pylori

de falsos pO_SitiVOS enlas prue,bas_ serologicas. infection as a cause of gastritis, duodenal ulcer, gastric
Con objeto de que la técnica sea |0 maancer and non ulcer dyspepsia: a systematic overview. Can
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