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Resumen:

El diagnostico de la infeccion por Helicobacter pylori (H.pylori) es importante debido a que su
deteccién y erradicacion temprana es crucial para evitarla evolucion a largo plazo de las
enfermedades gastroduodenales relacionadas a dicho microorganismo. Existen diferentes métodos
diagnésticos, invasivos y no invasivos, con ventajas y limitaciones.

En este estudio, se compararon distintos métodos (Cultivo, Reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR), Test de ureasa rapido, Anatomia patolégica y Tincion de Giemsa) en
muestras de biopsias gastricas obtenidas de 78 pacientes con sintomatologia compatible con
gastritis. Se evalud su sensibilidad y especificidad a fin de proponer una estrategia diagndstica util.
Se identificaron 29 casos positivos para al menos 2 de las 5 pruebas realizadas, lo que representa
un 37 % de la poblacion estudiada. Los resultados de este estudio sugieren que, en la practica
clinica de rutina, el uso de 2 o mas técnicas es necesario para lograr un diagnostico confiable,
siendo la mejor combinacion RT-PCR y cultivo.

Abstract:

The diagnosis of Helicobacter pylori (H. pylori) infection is important due to the relevance of the
detection and early eradication is crucial to avoid the long-term evolution of gastroduodenal diseases
related to this microorganism. There are different diagnostic methods, invasive and non-invasive,
each with advantages and limitations.

In this study, different methods such as microbiological culture, Real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR), rapid urease test, histopathology and Giemsa stain, were compared, in gastric biopsy
samples obtained from 78 patients with gastritis symptoms. The sensitivity and specificity were
evaluated in order to propose a useful diagnostic strategy. 29 cases were positive for at least 2 out of
5 tests, representing 37% of the studied population. However, the positive pair varied. The results of
this study suggest that in routine clinical practice, the use of 2 or more test is necessary to achieve a
reliable diagnosis, being the best combination RT-PCR and culture.
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Introduccioén:

H. pylories una bacteria Gram negativa de forma
espiralada o helicoidal, microaerofilica, que
presenta de dos a seis flagelos que le otorgan
gran movilidad; es considerada una bacteria
exigente ya que requiere medios suplementados
para su crecimiento (1). Coloniza el tracto
gastrointestinal y causa inflamacion local en el
estdmago y duodeno (2-3).

Se estima que la infeccidn por H. pylori afecta al
50 % de la poblacion mundial (4-5). En los
paises subdesarrollados y en desarrollo el 80%
de los adultos y el 50% de los nifios estan
colonizados (6).La prevalencia varia
ampliamente segun el area geogréfica, la edad,
la raza y el nivel socioecondémico (7). La
agresividad de la infeccion y el dafio a la
mucosa gastrica estan determinados por
diversos factores, entre ellos: la virulencia de la
cepa, el gen citotoxico asociado A (cag A), la
respuesta inflamatoria, las caracteristicas
bacterianas, la condicion del hospedador y los
factores ambientales (8).

La adquisicion natural del microorganismo
ocurre con frecuencia en la infancia y una vez
que se establece, la infeccidon persiste durante
toda la vida, aunque también se ha descrito su
eliminacibn natural. Se considera que su
contagio es por contacto interpersonal, aunque
el contacto con animales o con agua
contaminada también se han considerado
ocasionalmente como fuentes potenciales de
infeccion(9).H. pylori estd relacionado con
muchas enfermedades gastroduodenales
incluyendo gastritis activa cronica, Ulcera
péptica, gastritis atréfica, linfoma de tejido
linfoide asociado a la mucosa (MALT) y cancer
gastrico (10-11-12).

La infeccion por H. pylori puede diagnosticarse
mediante métodos invasivos que requieren
endoscopia con toma de biopsia gastrica
[prueba rapida de la ureasa, tinciones
histologicas, cultivo y Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y/o PCR en tiempo real (RT-
PCR)] o no invasivos, que no requieren
endoscopia previa (prueba del aliento, serologia
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y deteccion de antigeno en materia fecal) (13).
Por el potencial patogénico de esta bacteria
resulta necesario contar con métodos eficaces
para su deteccion y erradicacion temprana (14).

Materiales y métodos

Se realiz6é un estudio observacional descriptivo y
prospectivo, donde se estudiaron muestras de
biopsias  gastricas tomadas por video
endoscopia digestiva alta (VEDA) provenientes
de pacientes con gastropatias, que concurrieron
al Servicio de Gastroenterologia del Instituto
Oulton en la ciudad de Cordoba, Argentina,
durante el periodo comprendido entre julio de
2017 y enero de 2018. Se analizaron 78
muestras de pacientes cuyas edades estaban
comprendidas entre 23 y 78 afos. Se
excluyeron pacientes con tratamiento antibiotico
previo en los Ultimos tres meses a la realizacion
de la biopsia.

Como este microorganismo presenta una forma
de colonizacion denominada distribucion en
parches, para tomar muestras representativas,
se obtuvieron 2 muestras de biopsias gastricas
por VEDA en cada paciente, una del antro y otra
del cuerpo. Las muestras fueron conservadas a
4° C en medio de transporte Cary Blair y
remitidas al Laboratorio Lace S.A. en un plazo
no superior a 24hs. Las biopsias fueron
fragmentadas y divididas en alicuotas para ser
estudiadas mediante los diferentes métodos
diagndsticos:  Analisis  histologicos, Cultivo,
Prueba de ureasa rapida,RT-PCRy Tincién de
Giemsa.

Cultivo:

Las biopsias fueron sembradas en medios
selectivos (Agar sangre Columbia,
suplementado con sangre de carnero 10 9%,
carbén al 2 %, hemina al 0.2 % y suplemento
V.C.N.T con solvente Britania). Se incubaron en
ambiente micro aérofilo[ (80% -90%) N2, (5% -
10%) CO2, (5% -10%) O2] en jarra con sobres
generadores de atmodsfera (GEN-box microaer
Bio Meérieux) a35° C durante7 dias (15).Los
cultivos se examinaron cada 48 hs y las colonias
sospechosas (pequefias de 1-2 mm de

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) I3




@ Secretaria de '
ogq # o Ciencia y Tecnologia
Bitacoradigital

diametro, puntiformes, no hemoliticas vy
translicidas) fueron identificadas a través de la
tincion de Gram y la positividad de las pruebas
de ureasa, oxidasa y catalasa.

Prueba de ureasa rapida (RUT):

Se coloco una alicuota de biopsia en un tubo de
Khancon caldo urea al 2 % (preparado en el
laboratorio), y fue incubado a 35° C durante 48
hs. Un cambio de color en el medio de amarillo
a rosa-fucsia se considero una reaccion positiva.
Se utilizd6 como control positivo cepa ATCC
700603 de Klebsiella pneumoniae y como
control negativo cepa ATCC 25922 de
Escherichiacoli.

Reaccion _en Cadena de
tiempo real (RT-PCR):

Se procedi6 a la extraccion de ADN de las
muestras de biopsias homogenizadas y se
realiz6 RT-PCR con el equipo Light Cycler Fast
Start DNA Master Hyprobe de Roche, para
detectar el genARNr 23s.Las condiciones de
reaccion fueron: desnaturalizacion 10 min a
95°C, amplificacion (50 ciclos), Melting (0s a
95°C, 10s a 45°C), aumento de la temperatura a
85°C y medicion de la fluorescencia de la
sonda(16).

Identificacion histoldgica:

Una alicuota de las biopsias de cuerpo y antro
fueron analizadas por el servicio de anatomia
patolégica del Instituto Oulton.

Tincion de Giemsa:

Una parte de los fragmentos de biopsia fueron
colocados sobre un portaobjeto, el cual fue
tefiido por la coloracion de May-Griunwald-
Giemsa. La tincidn se observo por microscopia
Optica a 100x con aceite de inmersion en al
menos 50 campos. Se considerd positivo
cuando se visualiz6 la presencia de
microorganismos con morfologia de bacilos
curvos, espiralados y con un patron
caracteristico en cardumen sobre los acumulos
de las células gastricas y polimorfonucleares.
Método estadistico:

Para el analisis de los datos se utilizo el
programa Excel version 2016.Mediante tablas
de contingencias se calculé sensibilidad,

la Polimerasa en
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especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo para cada método realizado.
Definicion de caso:

Se consideré como definicibn de caso positivo
para infeccion por H. pylori cuando éste fue
identificado al menos por 2 pruebas
diagnosticas de las 5 realizadas. De esta
manera se constituyeron dos grupos: pacientes
con infeccién por H. pylori (H. pylori +) y sin
infeccion (H. pylori-).

Resultados

De las 78 muestras de biopsias analizadas por
los distintos métodos diagndsticos se obtuvieron
resultados positivos en 25 (32%) biopsias
analizadas por cultivo, 34 (43.6%) por RT-PCR,
21 (26.9%) por RUT,9 (11.5%) por Anatomia
patoldgica y 15 (19.2%) por Giemsa. Se detalla
en la Tabla 1 el nUmero de casos por método y
en la Figura 1 el porcentaje de resultados por
método realizado.

Métodos Positivo | Negativo
Cultivo 25 53
RT-PCR 34 44
Test de ureasa rapido 21 o7
Anatomia patolégica 9 69
Giemsa 15 63
Tabla 1: Numero de casos por método
realizado.
Columnal M Negativo
9 25 - ! 21
Anatomia Cultivo RT- PCR Giemsa Test de
Patoldgica Ureasa
Rapido

Figural:Porcentaje de resultados por método
realizado.

El método individual que detectd el mayor
numero de casos positivos fue la RT-PCR,
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mientras que la anatomia patolégica fue el mas
bajo.

De acuerdo a la definicion de caso, de los 78
pacientes estudiados 29 (37.2 %) presentaron
infeccion por H. pylori, mientras que 49 (62.8 %)
no se asociaron a la misma. La prevalencia
estimada fue del 37%.

Dentro de los 29 pacientes pertenecientes al
grupo (H. pylori+), solo 6 fueron positivos
por todos los métodos diagnosticos, 11 por
todos menos por anatomia patologica, 1 por
todos salvo la prueba de la ureasa, y los 11
restantes por combinacion de solo 2 pruebas
diagnésticas. La combinacidon de técnicas
positivas que mejores resultados demostraron
fueron el cultivo y la RT-PCR (23 pacientes).

En la Tabla 2 se expresan los valores obtenidos
porlos distintos métodos diagnésticos para

sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN).
Método | Sensibilid | Especificid VPP \:\IP

S ad (%) ad (%) @) | %)
Cultivo 86 100 100 | 93
RT-PCR 94 86 83 | 96
Test de
ureasa 68 98 95 | 85
rapido
Giemsa 75 100 100 | 92
Anatomi

& | = 100 100 | 78
Patologi

ca
Tabla 2: Porcentajes de Sensibilidad,
Especificidad, Valor Predictivo Positivo vy

Negativo, de cada Método.

Discusion

Hasta ahora los métodos endoscopicos con
toma de biopsia constituyen la prueba de
eleccion para establecer el diagnostico de
infeccion por H.pylori, aunque la prueba gold
standard puede no existir, la eleccion del test
para detectar la presencia de dicha bacteria,
depende de la accesibilidad, experiencia del
personal, medios o0 recursos disponibles,
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ventajas y desventajas de cada método como
asi las diferentes circunstancias clinicas de cada

paciente (edad, nivel socioecondmico,
antecedentes familiares, medicacion previa,
etc.)(9).

Las pruebas de diagndstico se fundamentan
cada vez mas en meétodos moleculares que
proponen una prueba mas répida, sensible y
especifica, con posibilidad de deteccion de
resistencia a antibidticos y determinantes de
virulencia. Ademas, puede realizarse a partir de
diferentes matrices bioldgicas: saliva, heces,
biopsias, jugo gastrico entre otros (17).

El mayor porcentaje de resultados positivos se
obtuvo a partir de la RT-PCR, la cual
proporciona una excelente sensibilidad (S) 94%
y especificidad (E) 86%. El comportamiento que
mostraron nuestros resultados fue similar al del
estudio realizado por Syahniar y col. en enero
del 2019, Indonesia (18), en el cual reportaron
valores de (S) 88.9 % y (E) 85.5% para este
método. En concordancia, otros autores, Harris.
P y col, en Chile, encontraron valores
semejantes(S) 85-96% y (E) 90-100% (19). Por
otra parte, los resultados obtenidos fueron
mayores a lo reportado por Cosgun y col.,
Turquia, en el afio 2016,(S) 88.7 % y (E) 70 %
(20). Estas diferencias se pueden atribuir a las
condiciones de ensayo, zona geogréfica,
recursos disponibles, prevalencia de infeccion,
entre otras variables.

De todas las pruebas diagnosticas que se
estudiaron, el cultivo es considerado el método
de referencia. En nuestro analisis este método
arrojo una (S) 86 % y (E) 100 %, lo cual
concuerda con diversas citas internacionales
que determinan que la sensibilidad del cultivo es
inferior a la de otras técnicas diagndsticas y la
especificidad es cercana al 100 % (21-22).La
desventaja de esta técnica es que puede
presentar falsos negativos que se asocian a
diversos factores tales como toma previa de
antibidticos, uso de anestésicos como
simeticona 0 sustancias de limpieza del
endoscopico como glutaraldehido, desecacion
de la biopsia, condiciones atmosféricas, tiempo
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de procesamiento, medios de trasporte, entre
otros (23-24).

Con respecto a los datos reportados por
métodos de cultivo en América del Sur no se
observan diferencias significativas a las de
nuestro estudio ya que mostraron cifras de (S)
77-93 % y (E) 100 % (19-25).

Por otro lado, un estudio realizado por Cosgun y
col (2016) muestra datos de (S) 68.1% y (E) 100
% (20). En comparacion, nuestros resultados
fueron mayores en sensibilidad e iguales en
especificidad.

El cultivo mostré un excelente valor predictivo
positivo (VPP) 100 %, lo cual nos permite
asegurar que los pacientes con resultados
positivos presentan la bacteria de forma viable
en sus biopsias. En cuanto a la RT-PCR el
(VPP) 83 % fue menor, probablemente debido a
que la técnica detecta ADN, pudiendo no
encontrarse el microorganismo en forma activa.
El test rapido de la ureasa es un método simple,
rapido, econémico y util en el entorno clinico
(22). En nuestro caso los valores obtenidos
fueron (S) 68 %y (E) 98 %.En un estudio
realizado por Harris. P y col se mostraron datos
de (E) 93-98 % semejantes, sin embargo, la (S)
89-98 % fue mayor a lo reportado en nuestro
trabajo(19). En cambio, Pourakbari y col. en un
trabajo similar, obtuvieron (S) 95.9 % y (E) 85
%, mostrando una diferencia significativa en
cuento a sensibilidad (26). Si bien es una
técnica practica, la seguridad diagnostica de la
prueba depende de la localizacion de la biopsia
utiizada, de la carga bacteriana y del
tratamiento previo con inhibidores de la bomba
de protones (9), por lo tanto, su interpretacion
deberia  confirmarse con otro método
diagnéstico.

El estudio histolégico de la biopsia permite
conocer las lesiones de la mucosa ademas de
detectar la infeccion por H. pylori. La
confirmacion histologica de la inflamacion de la
mucosa es fundamental para el diagndéstico de
la gastritis y su clasificacion. Ademas, permite
detectar zonas de metaplasia intestinal (9).En
nuestro estudio encontramos una (S) 31 % y (E)
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100 %. Estos datos muestran valores inferiores
de sensibilidad en comparacion con lo reportado
por la literatura, mientras que no se observan
diferencias en cuento a especificidad (22).
Cosgun y col obtuvieron (S) 94.8 % y (E) 100 %
mientras Pourakbari y col reportaron (S) 100 %
y (E) 90 % (20-26).

La sensibilidad de esta técnica depende de la
experiencia y dedicacion del patélogo, de la
tincion empleada y de la cantidad, calidad y
lugar de obtencion de las biopsias. Son raros los
falsos positivos, debidos a la presencia de otras
especies de Helicobacter, siendo mas frecuente
los falsos negativos, que puede deberse a la
ausencia o al escaso numero de bacterias (por
ser la colonizacion focal), a la toma de muestras
de areas de metaplasia o atrofia, a la presencia
de formas atipicas o a una falta de atencion del
observador (27). Si bien este método es el mas
utilizado actualmente en el diagndstico de la
enfermedad, deberia complementarse con algin
método que presente mayor sensibilidad.

La presencia de bacterias moviles espirales
tipicas acompafiadas de una reaccion
inflamatoria en las secciones histopatoldgicas
del estbmago fue el primer método descrito para
el diagnéstico de H. pylori, junto con las
tinciones aplicadas rutinariamente  como
Giemsa. En nuestro estudio, por el método de
tincion de Giemsa obtuvimos (S) 75 % y (E)
100%. La exactitud depende del numero, del
sitio y el tamafio de la muestra(28). Si bien H.
pylori puede detectarse incluso en una sola
biopsia tomada del sitio correcto, para lograr
una mayor sensibilidad, se recomiendan
multiples biopsias(29).

Conclusion

Combinar los resultados de dos o mas pruebas
podria ser una estrategia razonable en la
practica clinica de rutina para lograr el resultado
mas confiable. Hoy en dia ademas de las
pruebas invasivas, que siguen siendo los
métodos de referencia, los métodos no
invasivos estan logrando resultados muy buenos
y seguros, sobre todo en la poblacién infantil. Es
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asi gque existen equipos comerciales para la
deteccion del antigeno en materia fecal con un
rendimiento alto y resultados fiables en el
tratamiento y erradicacion. Tanto los métodos
invasivos como no invasivos contribuyen a
mejorar el enfoque clinico actual y el manejo de
las enfermedades asociadas a H. pylori.
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Debido a la alta incidencia de esta bacteria a
nivel mundial, es recomendable seguir
analizando y estudiando los métodos para llegar
de manera mas rapida y segura a su deteccion.
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