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Resumen

Se estudiaron 50 pacientes de diferentes edades y sexo con
diagndstico clinico y endoscdpico de enfermedad tilcero-
péptica, 33 pacientes (66%) padecian ilcera duodenal y 17
pacientes (34%) tenian tilcera gdstrica. A cada paciente se
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le tomaron cinco biopsias a las cuales se le practicaron Re-
accion en Cadena de la Polimerasa (PCR), cultivo, prueba
rdpida de ureasa (PRU) y examen histoldgico.

Los resultados para cada uno de los métodos utilizados para
detectar el H. Pylori mostraron que: la PCR, para amplifi-
car el gen ureC de H. pylori en los ADNs extraidos de las
biopsias, amplifico un segmento de 294 pb en 49 (98%) de
los espectmenes de los 50 pacientes; el niimero de cultivos
positivos fueron 19 (38%); la prueba rdpida de ureasa (PRU)
a partir de biopsia antral mostré que 35 (70%) pacientes
eran positivos para H. Pylori, y el examen histolégico por
coloracién de azul de toluidina modificada para H. pylori
en biopsia antral fue de 47 (94% ) pacientes y en la biopsia
del corpus fue de 44 (88% ) pacientes.

La concordancia de la PCR del gen ureC realizada en las
biopsias de los pacientes con cultivo positivo, mostré una
sensibilidad y especificidad de la PCR del 100%. El andlisis
estadistico al comparar la PCR frente al cultivo y la prueba
rdpida de ureasa mostro diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p<0.05).También hubo diferencias estadisticamen-
te significativas al comparar el examen histolégico frente al
cultivo y la prueba rdpida de ureasa. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre la PCR y el examen his-
tolégico.

En conclusion, con la técnica de la PCR se obtuvo el por-
centaje mds alto de deteccion de H. pylori seguido por el
examen histolégico, la combinacion de estos dos métodos
podria garantizar mayores éxitos en el diagndstico de la infe-
ccién. Sin embargo, estas dos técnicas son métodos invasivos
que requieren de la disponibilidad de un endoscopista alta-
mente entrenado y la eleccion dependeria de la situacion
clinica.

PALABRAS CLAVES: Helicobacter pylori, enfermedad
Ulcero-péptica, ulcera gastrica, Ulcera duodenal, PCR,
ureC, PRU.
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Introduccion

| Helicobacter pylori es una bacteria gram-

negativa en forma de espiral que coloniza el

estdbmago humano e infecta méas de la mitad

de la poblacién mundial, en particular en

paises en via desarrollo donde compromete
entre el 80% a 90% de las personas. Sin embargo, a
pesar de la alta prevalencia de la infeccion por Heli-
cobacter pylori en la poblacion, la mayoria de los in-
dividuos infectados permanecen asintomaticos y so-
lamente entre el 10 a 20% desarrollan enfermedad 2.
La hipétesis que podria explicar este comportamien-
to esta basada en la existencia de diferentes cepas de
H. pylori que varian en su virulencia®®.,

En la actualidad, se aceptan al menos cuatro enferme-
dades ampliamente reconocidas como causadas por
H. pylori: Ulcera duodenal (UD), Ulcera géstrica (UG),
adenocarcinoma de la parte distal del estbmago (an-
tro y fundus) y linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosa gastrica (MALT) @,

Este bacilo helicoidal gramnegativo estd implicado en
la génesis de mas de 90% de los casos de Ulceras duo-
denales y 80% de las Ulceras gastricas. Muchos estu-
dios han mostrado que los pacientes infectados con la
bacteria presentan un riesgo 15% mayor de desarro-
llar enfermedad Ulcero-péptica; de igual manera, las
posibilidades de padecer adenocarcinoma gastrico
aumentan en casi 9 veces. Por otro lado, los beneficios
que se logran al erradicar el germen son excelentes,
pues disminuye la recurrencia de Ulceras, pueden pro-
ducir regresion de linfomas de bajo grado asociados a
mucosa gastrica (MALT), y en forma adicional, per-
miten mejorar las condiciones de vida del paciente 2,

Existen varios métodos que pueden ser usados para
confirmar la presencia de H. pylori. Estos métodos se
pueden clasificar en dos categorias: aquellos métodos
que detectan la infeccién en forma indirecta como el
serolégico y la prueba de aliento (urea breath test) y no
requieren endoscopia (no invasivos). Los segundos son
métodos directos que son utilizados para detectar el
microorganismo en el espécimen de biopsia como el
examen histologico, € cultivo, la prueba répida de urea-
sa (PRU) vy, requieren endoscopia (invasivos).

El método de cultivo aunque es especifico (100%),
posee una sensibilidad entre 75-90% debido a la difi-
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cultad de cultivar H. pylori por ser un microorganismo
microaeréfilo y exigente en los nutrientes 19,

La prueba rapida de la ureasa con sensibilidad entre
85-95% y especificidad 90-95%, es € método méas bara-
to y utilizado en las salas de endoscopia para detectar
la infeccion por H. pylori. Sin embargo, su verdadera
utilidad depende de la calidad de la prueba de ureasa
utilizada. En estudios realizados por Moncayo et al ¢+
con la finaciacion de COLCIENCIAS y la Universidad
Tecnoldgica de Pereira demostraron la baja sensibili-
dad de la prueba de la ureasa utilizada por la unidad
endoscopica involucrada en el estudio (69%).

Otro método de rutina, es el estudio histolégico con
sensibilidad entre 85-90% Yy especificidad de 95-100%,
a través del cual se puede demostrar directamente la
presencia del germen en una muestra de mucosa gés-
trica, el cual también permite el compromiso subya-
cente. En ausencia de inflamacion crénica, la infeccion
puede ser realmente excluida 9, Usualmente se re-
comienda el examen de a menos dos biopsias del an-
tro debido a la distribucion desigual de las lesiones
inflamatorias y de la bacteria o a la posibilidad de pro-
blemas técnicos asociados a la recoleccion, al trans-
porte 0 a procesamiento de las muestras.

La prueba de ELISA sirve para detectar anticuerpos, tie-
ne una sensibilidad entre 85-98% y especificidad 80-95%,
es un método no invasivo y la deteccion de anticuerpos
de clase 1gG esta disponible ampliamente y tiene mayor
uso y aplicabilidad que IgA. Esta dirigida contra antige-
nos especificos de H. pylori, es un método no invasivo
que tiene la ventaja de poder utilizarse con facilidad en
grandes estudios epidemioldgicos y sirve para conocer
la prevalencia de la infeccion. En la préctica clinica se ha
sugerido como prueba de tamizaje 519,

Otro método no invasivo es la prueba de la urea en la
respiracion (Urea Breath Test) con sensibilidad entre
90-100% Yy especificidad > 95%. Este método mide €l
CO, producido cuando la ureasa de H. pylori metabo-
liza la urea marcada con carbono **C o #C, tiene una
sensibilidad y especificidad de 90 a 99%. Es Util para
confirmar la cura de la infeccion después de 4 sema-
nas de haber completado el tratamiento. Falsos nega-
tivos son posibles si la prueba es realizada en pacien-
tes con reciente tratamiento con inhibidores de la bom-
ba de protones, antimicrobianos o compuestos con
bismuto. Es una técnica especializada y costosa
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En los dltimos afios, se han aplicado métodos molecu-
lares basados en la reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR) para la deteccion de H. pylori en muestras
de biopsia con unassgna bilidad entre 85-95% y espe-
cificidad 95-100% . Adicionalmente varios estudios
han demostrado la utilidad de PCR en jugo gastrico,
saliva, placa1 dental y heces (HpSA:H.pylori Stool
Antigen) . Los ensayos basados en la tecnologia
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
han empleado para detectar la presencia de ADN de
H. pylori usando como blanco varios tipos de genes
(23S rRNA, ureC, cagA, gen de adhesinas, etc)

El proposito de este estudio fue utilizar la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar un
gen especifico de H. pylori directamente en biopsia y
los resultados obtenidos compararlos con los obteni-
dos mediante el cultivo, prueba rapida de ureasa y
examen histol 6gico.

Materiales y métodos

Pacientes: Se incluyeron 50 pacientes de cualquier
edad y sexo con diagndstico clinico y endoscopico de
enfermedad Ulcero-péptica, que asistieron a consulta
con gastroenterdlogos del Centro de Especialistas de
Risaralda (CER) y aceptaron por escrito participar en
la investigacion. Se tuvo en cuenta los siguientes cri-
terios de exclusion:

Pacientes que hubiesen ingerido antibioticos
durante las seis (6) semanas antes de la endoscopia.

Pacientes que hubiesen ingerido inhibidores de la
bomba de protones o bismuto, durante los quince
(15) dias antes de la endoscopia.

Endoscopia gastroduodenal: De cada paciente con
ulcera duodenal o Ulcera gastrica se tomaron 5 biop-
sias, para establecer el nimero de biopsias se seguio
la metodologia propuesta por Lage et a (8). Las biop-
sias obtenidas fueron distribuidas para el andlisis de
la siguiente forma: con una biopsia antral se practico
la prueba rapida de ureasa (Lutecia de Colombia). La
biopsia anterior junto con una biopsia del cuerpo se
utilizaron para el examen histolégico. Una tercera
biopsia del antro con una cuarta de cuerpo se utilizaron
para el cultivo. La quinta biopsia de la region antral
se sometié a la técnica de PCR.

Para la limpieza y desinfeccién de los endoscopios se
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sigui6 los protocolos previamente establecidos en las
unidades de endoscopia. Este procedimiento se realizo
antes y después de cada procedimiento y al finalizar
la sesion de endoscopia. Se tuvo un especial cuidado
en el lavado y desinfeccion de todos los canales de
cada endoscopio, asi como de los forceps de b|0p5|a( K

Cultivo: Las biopsias se transportaron en forma
refrigerada desde la Unidad de Gastroenterologia del
CER a laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira, usando el medio dGe transporte
de glicerol al 20% en caldo tlogllcolato . Retiradas
las biopsias del medio de transporte, se mezclaron con
solucion salina estéril, se maceraron con un homogen-
eizador manual (Deltaware Pellet Pestle) y se sembra-
ron en la superficie de diferentes medios de cultivo
selectivos para Helicobacter. Los medios de cultivo
utilizados para el aislamiento primario fueron:

Agar Infusién Cerebro Corazén (BHI) (Oxoid),
suplementado con sangre o suero de caballo
(Oxoid) a 7%, Isovitale X (BBL), y los antibiéticos
trimetoprim, vancomicina y anfotericina.

Agar tripticasa soya (Difco o BBL) suplementado
con sangre oveja a 7%, y los antibi6ticos vancomi-
cina, anfotericina, bacitracina, acido nalidixico y
polimixina B.

Condiciones de incubacion: Se utilizaron diferentes
metodologias simultaneas o individuales para lograr
un maximo aislamiento de la bacteria, las siguientes
fueron las condiciones de incubacion:

Incubacion bajo condiciones microaerofilicas de 5%
0,, 10% CO, y 85% N, a 37°C por 5 a 7 dias (Water
Jacketed Incubator, Nuaire).

Jarra de anaerobiosis (Difco) con sistema de
generacion de gas (Campylobacter Microaerophilic
System, Difco) por 5 a 8 dias a 37°C.

Bolsas plasticas selladas: 1os cultivos se colocaron
en bolsas plasticas, a las cuales se les inyect6 CO,,
luego se sellaron herméticamente y se incubaron
en una camara de CO, (Incubadora de CO,, Revco)
a37°C por 5 a 8 dias.

La observacion del crecimiento de la bacteria se realizo
alos 3,5y 7 u 8 dias de incubacién y cuando hubo
crecimiento la bacteria fue identificada por morfologia
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de la colonia, coloraciéon de Gram y las pruebas de
oxidasa, ureasa y catalasa.

Prueba rapida de ureasa (PRU): A partir de la muestra
de la biopsia de mucosa antral, se realizd la prueba
répida de ureasa (Lutesia de Colombia), la prueba fue
leida en los primeros 20 minutos y descartada como
negativa a las 2 horas.

Examen histologico: La biopsia antral recobrada de la
prueba rapida de ureasa y la biopsia del cuerpo en la
Ulcera gastrica o biopsia antral en la Ulcera duodenal,
se enviaron al laboratorio de histopatologia de la
Universidad Técnoldgica en el Hospital Universitario
San Jorge, en una solucién amortiguada de formalina
al 10%, para ser procesadas y coloreadas con azul de
L. e (27) . . (28
toluidina modificada * y hematoxilina-eosina . Los
cortes histologicos fueron leidos por dos patélogos
expertos en forma individual y sin conocimiento de
los resultados de las otras técnicas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Para la
extraccion de ADN de biopsia, se utiliz6 el protocolo
descrito por Val entine”. Brevemente este método
parte de un homogeneizado de la biopsia tratado con
un buffer de extraccion de tejidos (Tris-HCI 50mM,
pH 7.2; EDTA 1mM con SDS al 1% y 100mg de
proteinasa K/ml) e incubado a 55°C por 2 horas. La
extraccion del ADN se realizo por la técnica de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. EI ADN fue reconsti-
tuido en 50ml de buffer TE 1X estéril y almacenado a
—20°C. Se utiliz6 una pareja de iniciadores para
amplificar el gen ureC. La secuencia, la posicion de
acople y la longitud esperada de los productos de
DNA amplificados se muestran en la tabla 1.

La PCR se llevd a cabo en un volumen de 25 ml en
termocicladores GeneAmp PCR System 9700 y 2400,
Perkin EImer. Las condiciones de amplificacién fueron
un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos,
treinta ciclos con desnaturalizacion a 94°C por un (1)

minuto, acoplamiento (annealing) a 60°C por un (1)
minuto y extension a 72°C por un (1) minuto; y una
extension final a 72°C por 4 minutos.

Se utilizaron como control positivo cepas de referencia
de H. pylori NTCC11637 y NTCC12908 (National
Collection of Type Cultures, Public Health Laboratory
Service, London, Great Britain) y como control negati-
vo cepas de enterobacterias aisladas rutinariamente
en el laboratorio de Microbiologia. Para evitar contami-
naciones cruzadas, la preparacion, la manipulacion de
las muestras, |a preparacion del gel de deteccion y la
realizacion del PCR se hicieron en sitios separados (8).

Cantidades de 10ml de cada mezcla obtenida por PCR,
se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (1.5 —
2%) (Sigma) y se tifieron con bromuro de etidio.

Andlisis estadistico: una vez comprobado que la mues-
tra es representativa, se determinaron las proporciones
y sus intervalos de confianza utilizando distribuciones
multinomiales. Se hizo una aproximacion a la distribu-
cion normal y se usd una confiabilidad de 96% en todas
las pruebas. La metodologia reduce a minimo los fal-
sos positivos, y la diferencia entre las pruebas es sobre
todo en el numero de falsos negativos.

Resultados

De los 50 pacientes incluidos en €l estudio, 33 pacientes
(66%) padecian Ulcera duodenal y 17 pacientes (34%)
tenian Ulcera gastrica.

La PCR para amplificar el gen ureC de H. pylori en
los ADNs extraidos de las biopsias amplificéd un
segmento de 294 pb en 49 (98%) de los especimenes
de los 50 pacientes, 57.9% correspondieron a pacientes
con Ulcera duodenal y 42.1% a pacientes con Ulcera
géstrica. La figura 1 muestra la banda de amplificacion
de 294pb del gen ureC de varios pacientes.

Tabla 1. Oligonucleétidos (primers) especificos para el gen ureC, utilizados en la PCR.

NOMBRE INICIADORES SECUENCIA DEL NUCLEOTIDO LOCALIZACION ~ TAMANO DEL
DEL GEN EN EL GEN PROCUCTO
DE PCR (pb)
UreC* 93275 5-AAG CTTTTAGGG GTG TTAGGG GTT T-3 1293-1318 294
93276 5"-AAG CTTACT TTC TAACAC TAACGC -3 1587-1563

*La posicién de los iniciadores especificos para el gen ureC fueron reportados por Labigne et al (30).
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Fig 1. PCR ureC de cepas aisladas de pacientes con EUP
Lineas 1-7 muestran cepas Urec+ (294pb), linea 8 control posi-
tivo y linea 9 control negativo. M:marcador molecular 123pb Ladder.

El nimero de cultivos positivos obtenidos de los 50
pacientes fueron 19 (38%). Al amplificar el gen ureC
por PCR en los pacientes con cultivo positivo, e 100%
de los pacientes con Ulcera duodenal y 94.1% de
pacientes con Ulcera géastrica contenian H. pylori por
la técnica de la PCR.

Al comparar la PCR con el examen histol6gico no hubo
diferencia estadisticamente significativa (p=0.31), pero
frente al cultivo y prueba rapida de ureasa mostrd
diferencias estadisticamente significativas (p=1.8x10%*
y p=0.0002, respectivamente).

Los 19 pacientes con cultivos positivos, fueron
positivos para el gen ureC amplificado por el método
de la PCR con 100% de especificidad y sensibilidad
comparado con el método del cultivo.

La prueba rgpida de ureasa (PRU) a partir de biopsia

antral mostré que 35 (70%) pacientes eran positivos
para H. pylori de los cuales 25 (50%) padecian Ulcera
péptica y los restantes (50%) Ulcera gastrica. El andlisis
estadistico de esta prueba frente al cultivo no mostré
diferencia estadisticamente significativa (P=0,108)

Los resultados por el método histoldgico utilizando la
coloracion de azul de toluidina modificada mostraron
que 47 pacientes (94%) en biopsia antral y 44 pacientes
(88%) en biopsia del corpus fueron positivos para H.
Pylori. Al comparar esta prueba con las pruebas de
cultivo y PRU mostro diferencias estadisticamente
significativas (p=0,00002 y p=0,037, respectivamente)

Comparando los cuatro métodos de diagnéstico, la
PCR detect6 98%, € cultivo 38%, laPRU 70% y e exa-
men histologico (azul de toluidina modificada en biop-
sia antral) 94% de los 50 pacientes estudiados (tabla
2). Entre estos métodos, €l mejor para decidir si la bac-
teria esta presente 0 no, se puede afirmar estadistica-
mente que es cualquiera de estos dos métodos. la PCR
0 el examen histologico, y su razon de verosimilitud
es mucho mayor que la del siguiente que es la PRU
(LR=1,4) y mas del doble que el método del cultivo
(LR=2,57).

Discusion

En esta investigacion se estudié un grupo de pacientes
con enfermedad Ulcero-péptica diagnosticados por
endoscopia y toma de muestras de biopsias gastricas
para detectar el H. pylori.

En la actualidad se dispone de gran variedad de técni-
cas de PCR para la deteccion de H. pylori directamente
en biopsia. La PCR realizada con iniciadores especifi-
cos para amplificar el gen ureC reportados por Labigne

Tabla 2. Comparacioén de los cuatro métodos utilizados en la deteccion de H. pylori en pacientes con enfermedad

Ulcero-péptica

Método PCR (%) Cultivo (%) PRU (%) Histologico™* (%)
Positivo 49 (98) 19 (38) 35 (70) 47 (94)
Negativo 01(2) 31 (62) 15 (30) 03 (6)

* Azul de toluidina modificada en biopsia antral
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(30)

et a mostré 100% de especificidad para H. pylori,
ninguno de los ADNSs de las cepas bacterianas utiliza-
das como controles negativos fueron amplificadas para
el gen ureC. Adicionalmente, la amplificacion del gen
ureC por PCR directamente en biopsia mostro que en
€l 100% de los casos se correlaciond con la positividad
del cultivo en los mismos pacientes, demostrandose
la sensibilidad y especificidad del metodo de la PCR
reportada por otros mvestlgadores(8 '

En nuestro estudio la PCR establecié que el 100% de
los pacientes con UD y el 94.1% con UG estaban
infectados por H. Pylori, acorde con los resultados
obtenidos por otros investigadores que han demostra
do que un 90-98% de los pacientes con UD y 80-90% de
los pacientes con UG estén infectados con H. pylor|( &

Por otra parte, existen publicaciones que reportan fal-
Sos positivos en la PCF(Q B?gr) contaminacion del labora-
torio o los endoscopios , pero la contaminacién de
las areas de trabajo de los laboratorios de Microbio-
logia y Biologia Molecular de la Universidad Tecnol 6-
gica de Pereira fue poco probable por la ejecucion
estricta del protocolo establecido para evitar esta situa-
cion.

Existe numerosa informacion acerca de la sensibilidad
del método de cultivo en la deteccion de la infeccidn
por H. pylori, mostrando un amplio rango de sensibili-
dad. El espectro de los datos publicados es muy varia-
ble. Algunos reportan sensibilidad baja, como en
nuestro estudio (38%), otros con sensibilidad mayor
al 90%, lo cual depende de diversos factores que
mfluen(uan la obtencion de cultivos positivos para H.

Pylor

Los resultados variables en sensibilidad y especifici-
dad de la prueba répida de la ureasa (PRU) reportados
en la literatura cientifica, dependen de varios factores,
como €l tipo de prueba comercialmente disponible, el
tiempo de lectura (20 minutos, 1 hora o 24 horas o
mas), 0 el nimero de biopsias probadas (general mente
solo se realiza en biopsia antral, existiendo la
posibilidad de que la bacteria no se encuentre en antro
pero si en corpus). Sin embargo, la mayor parte de las
PRUs comercialmente disponibles indican una
excelente sensibilidad (85-95%) y especificidad (95-
100), pero estos pardmetros pueden ser reducidos bajo
ciertas circunstancias y pueden producir resultados
falsos negativos en pacientes con sangrado del sistema
gastrico superior, si el contenido gastrico es
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(35,39) ..
contaminado con sangre” . Adicionalmente, pueden

producirse resultados falsos negativos en pacientes
que recientemente hayan recibido medicamentos
inhibitorios de la bomba de protones, antagonistas dgl_
rgceptor-HZ, antibidticos, o compuestos con bismuto

. Los resultados obtenidos en el estudio con la PRU
(70%) demuestran que ésta prueba debe ser evaluada
en su sensibilidad y especificidad frente a PRUs de
reconocido prestigio internacional (CLO Test,
PyloriTek).

Al igual que en la prueba de la ureasa, las técnicas
histologicas para H. pylori, muestran variaciones en
los resultados de la deteccion de la infeccion por H.
pylori. La sensibilidad y especificidad del método
histol6gico (85-90%), también se ven afectadas por
muchos factores, com039§)2r7)ej emplo la experiencia del
observador (patélogo ) L os resultados obtenldos
con la técnica de azul de toIU|d|na modificada”” en
biopsia antral (94%) esta acorde con los datos
reportados por otros investigadores(%’ )

Conclusiones

Aunque el cultivo es frecuentemente la regla de oro
estandar para el diagndstico definitivo de muchas
enfermedades infecciosas, los resultados obtenidos en
este estudio no lo avalan como un método de rutina
en el diagnostico de la infeccién, pues tuvo baja
sensibilidad y el éxito del crecimiento del microorga-
nismo depende de mdltiples factores.

Al comparar los cuatro métodos utilizados en esta
investigacion, se pudo concluir que la PCR fue el
método que més detectd a H. pylori y su sensibilidad
y especificidad estan dentro del rango previamente
establecido por otros investigadores (S: 85-90% y E:
90-100%), seguido por €l método histoldgico con una
sensibilidad y especificidad reportada de 85-90% y 90-
100% respectivamente. La prueba rapida de la ureasa
fue poco eficiente en la deteccion de H. pylori.
Teniendo en cuenta que la PRU es la técnica de rutina
mas utilizada en las unidades de endoscopia para el
diagnostico de H. pylori, los resultados mostraron baja
sensibilidad cuando se consideré como Unico indicio
de presencia de esta bacteria y debera ser evaluada su
real sensibilidad y especificidad o bien para aumentar
su senbilidad deberia no solamente hacerse en una
biopsia antral sino también en una biopsia del corpus
para evitar la distribucion irregular del H. pylori en la
mucosa gastrica.
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En conclusion, con la técnica de la PCR se obtuvo el
porcentaje més alto para detectar H. pylori seguido por
el examen histol6gico; entonces, la combinacion de estos
dos métodos podria garantizar mayores éxitos en el
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