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Resumen

SEROPREVALENCIA Y CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS
ASOCIADAS A INFECCION POR H. pyloi EN LA REPUBLICA
MEXICANA

Yelda Leal Herrerra

Unidad de Investigacion Medica en Enfermedades Infecciosas

Helsobacter pylon es un bacilo esplral gram negativo que esta asociado a gastritis tipo B
o antral, ulcera duodenal, gastrica y actualmente se le ha denominado como un factor
de riesgo importante en el desarrollo del cancer gastrico. La infeccion por Heliohater
plon es cosmopolita y es edad especifica. Se ha reportado que existe diferencia en la
respuesta a esta bacteria entre paises desarrollados y en vias de desarrollo; la
infeccion es mayor en paises en vias de desarrollo donde se adquiere en etapas
temprana de la vida, ademas se han ldenuﬁcado factores de riesgo asociados a esta
infeccion, tales como nivel socioecondmico bajo, hacinamiento; raza, etc.; en general
malas condiciones de vida se asocian a mayor infeccion por Heliobacter p)lon

Objetivos. Los objetivos de este estudio fueron determinar la seroprevalencia de la
infeccion por Heluobucter pylori en nuestro pais, identificar probables factores de
riesgo para el desarrollo de la infeccién y por ultimo determinar la posible asociacién
entre la infeccidn y las tasas de mortalidad por cancer gastrico.

Material y Métodos. La técnica utilizada en este trabajo fue el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), se utilizaron 2 antigenos: un extracto bacteriano total,
que se obtuvo a partir de 3 cepas aisladas de pacientes mexicanos y la proteina
recombinante ureasa. El valor de corte en ambos ensayos fue determinado a partir de
30 sueros controles negativos mas 3 desviaciones estandar y los resultados se
reportaron en unidades elisa que es el cociente de la division del valor de la
absorbancia entre el valor de corte. Las muestras fueron obtenidas del Banco
Nacional de Sueros de la Secretaria de Salud entre 1987-1988, la muestra calculada
fue representativa de ambos sexos, de 198 afios y de todos los niveles
socioecondmicos. El tamafio de muestra se calculd, estimando una seroprevalencia

de Helicotucter pylori del 50% y de acuerdo al nivel de desarrollo a partir de la
regionalizacién de Kunz y col,, en 12,292 sueros.



Resultados. Con la ELISA para extracto total se encontrd que el 66% de la
poblacion mexicana esta infectada por Heliohacter pylon; la infeccion aumenta con la
edad; en individuos de un afio la seroprevalencia es de un 20%, a los 10 afios es de
50% y a los 30 afios casi del 90%; los factores de riesgo asociados a esta infeccion
son: sexo femenino, nivel socioeconomico bajo, hacinamiento y bajo nivel de
escolaridad. Respecto a la asociacién con cancer gastrico al menos en nuestro pais no
se encontrd asociacion.

Para ureasa es el primer estudio que se realiza con una proteina recombinante
purificada con poblacién abierta y con gran nimero de muestras. El 26% de la
poblacion mexicana es seropositiva para este antigeno de Heliohacter pylom; ésta
respuesta también es edad especifica sin embargo la magnitud de la respuesta es
menor que la observada para extracto total, en individuos de un afio la
seropositividad es de un 1.5%, a los 10 afios es de 20% y a los 30 afios casi del 40%;
los factores de riesgo para este antigeno son: el sexo masculino y el tipo de poblacion
, sin embargo los factores socioecondmicos no lo son, respecto a la asociacion con
cancer gastrico si se encontrd asociacion.

Conclusiones. Con este trabajo se concluye que al igual que en otros paises en vias
de desarrollo, en México la infeccion por Heliobacter pylon es alta; y que los factores
de riesgo asociados a esta infeccion son en general malas condiciones de vida. Para
ureasa las variables socioecondmicos no son factores de riesgo, pero el sexosi lo es.
De tal manera que sugiere que la respuesta a este antigeno depende mas de
caracteristicas del huésped que de caracterfsticas socioecondmicas, sin embargo se
requieren mas estudios donde se analice la respuesta a ureasa y la evolucion de la
infeccion.
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INTRODUCCION

En 1979 Robin Warren y Barry Marshall en el Hospital Royal Perth en Western,
Australia, observaron por primera vez organismos semejantes a Campylobacter en
biopsias de mucosa gastrica antral. En 1981 ambos investigadores realizaron un
estudio prospectivo con 100 pacientes a los que se les habia practicado una
evaluacidn géstrica con biopsia, y observaron la misma bacteria Gram negativa y
catalasa positiva en el 95% de los pacientes con gastritis crénica activa,

incluyendo 13 pacientes con tlcera duodenal y 14 con ticera géstrica (1).

En 1983 Warren y Marshall reportaron el aislamiento de un bacilo curvo obtenido
a partir de biopsias antrales de pacientes con gastritis cronica activa, le dieron el

nombre de Campylobacter pyloridis (2).

Originalmente la bacteria fue clasificada en el género Campylobacter por
presentar semejanzas con éste, pero en estudios posteriores se encontraron
diferencias en la composicion de &cidos grasos, en la secuencia del RNA
ribosomal, ausencia de una quinona respiratoria y produccion de la enzima ureasa

(3); por lo que en 1989 se le llamé Helicobacter pylori (4).

Trabajos posteriores han demostrado la asociacién de este microorganismo con
gastritis tipo B (antral), ulcera duodenal, tilcera gstrica y cancer géstrico (5-7).
Se sabe que la etiologia de la gastritis es multifactorial y se le ha relacionado con:
reflujo biliar, consumo de alcohol, cigarro, aspirina, dieta, factores psicosomaticos

y con Helicobacter pylori (8,9).



Helicobacter pylori es una bacteria espiral, Gram negativa, mide 3.5 um de largo
y 0.5um de ancho, su longitud, morfologia colonial y microscépica varian de
acuerdo a las condiciones del medio de cultivo, crece en condiciones -
microaerdbicas, requiere de una atmésfera con S a 6% de oxigeno, 7 a 12% de
CO, y 85% Nitrogeno e Hidrogeno, alta humedad y temperatura de 37°C (10,11).
Crece en medios selectivos y enriquecidos como Skirrow, Marshall y medios que
contengan hemina; se ha visto que la adicién de almidon y sangre de caballo
favorecen su crecimiento. En aislamientos primarios requiere de 3 a 4 dias pero si
no se observa crecimiento debe continuarse la incubacion hasta 7 dias; se
observan colonias pequefias, circulares, convexas, himedas y transhicidas de | a 2
mm de didmetro. (12). Produce enzimas como oxidasa, catalasa y ureasa. De
estas, la mas importante es la ureasa ya que mediante la hidrolisis de la urea le
permite la colonizacién en la mucosa géstrica por la produccidén de amonio que
amortigua los hidrogeniones ademas de inducir inflamaciéon (13-15). De los
microorganismos descritos a la fecha H. pylori es el que presenta la mayor

actividad de ureasa (16).

Es un bacilo movil por tener de 4 a 6 flagelos polares que le permiten desplazarse
en la mucosa gastrica (10,17). Induce la liberacién de factor de activacion
plaquetaria (PAF), leucotrienos y citocinas como TNF-a , IL-6 e IL-8, mismos
que median una respuesta inflamatoria en la mucosa, la cual se manifiesta
histolégicamente como una gastritis superficial difusa (18-20). El PAF es un
potente mediador inflamatorio que induce quimiotaxis de leucocitos y cambios en
la permeabilidad vascular, los leucotrienos son potentes factores quimiotacticos
ademas de inducir dailo a la mucosa; se ha demostrado que las concentraciones de
leucotrienos correfacionan con la severidad de la gastritis (21). El TNF-a es
producido principalmente por macréfagos al ser estimulados por productos

bacterianos, particularmente por el lipopolisacarido (LPS). Se ha observado que



H. pylori induce la produccion de IL-8 e IL-6 en pacientes con gastritis y es un
potente factor quimitotictico de neutrofilos y promotor de la proliferacién de
células B y T, la IL-6 amplifica el estallido respiratorio de los neutréfilos y la
degranulacién (18). Helicobacter pylori presenta LPS en membrana externa (22),
y las cepas bacterianas muestran heterogeneidad fenotfpica en su habilidad para
expresar una citotoxina que provoca vacuolizacion en células eucaridticas (vac A)
(23) y un antigeno de superficie inmunodominante de 120-140 kDa denominado
Cag A (gen asociado a citotoxina). La funcion de Cag A es desconocida pero
aproximadamente el 60% de los aislados de I pylori producen esta proteina y esto
correlaciona fuertemente con la expresion de la actividad de la citotoxina
vacuolizante (24,25). Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual
Helicobacter pylori se adhiere a la mucosa y al epitelio gastrico; se han propuesto
varios mecanismos, como la adherencia mediada por receptores a través de
proteinas de matriz extracelular, glucoproteinas, glicerolipidos y gangliésidos del
moco; adhesion no especifica mediada por cargas e hidrofobicidad y la presencia
de ligandos especificos como proteinas de membrana extema (26). Se ha
observado la presencia de una hemaglutinina que tiene estructura fibrilar y tiene
afinidad especifica por N-acetilneuramillactosa, la cual es antigénica en humanos
y parece mediar la adherencia del microorganismo a monocapas de células
adrenales Y-1. (27).

La presencia de /1. pylori en la mucosa gastrica produce un respuesta inmune
local con produccion de anticuerpos especificos de tipo IgA (detectables en jugo
gastrico) y una respuesta sistémica con produccién de anticuerpos especificos de
tipo 1gG e IgA (28,29). Por lo que el diagndstico de la infeccién por H. pylori se
puede realizar por serologia midiendo 1gA e 1gG mediante el método de ELISA
(30); pero tiene la desventaja de que también reconoce infecciones previas y no

distingue de infecciones activas. Se ha observado que el titulo de anticuerpos IgG



se encuentra significativamente mas alto en algunos pacientes con gastritis activa
crénica que en pacientes con morfologia normal; también se ha visto diferencia
significativa en el titulo de anticuerpos IgA entre pacientes H. pylori positivos y
negativos que presentan problemas dispépticos, ésta determinacién puede ser 1itil
para confirmar los resultados obtenidos de la determinacion de 1gG (31,32), de tal
manera que se ha reportado que la utilizacién de las dos determinaciones juntas
(IgA e 1gG) por el método de ELISA pueden diagnosticar la infeccién por H.
pylori con una especificidad mayor a 90%, cuando se compara con cultivo de
biopsia. No se recomienda el uso de la determinacién de anticuerpos IgM porque

se ha observado que no son especificos (33).

El estandar de oro para el diagndstico de la infeccion por H. pylori incluye
tinciones histologicas y/o cultivo a partir de biopsias antrales, sin embargo,
existen otros métodos no invasivos con una sensibilidad y especificidad
semejantes a la biopsia (34). Estas allernativas no invasivas son: la prueba de
aliento con urea marcada radiactivamente (35) y las pruebas seroldgicas como la

inmunoelectrotransferencia y ensayo inmuno enzimético (ELISA) (36).

Las pruebas inmunoenzimaticas (ELISA) para determinar anticuerpos humanos
contra H. pylori, pueden usarse en la evaluacion de la respuesta al tratamiento
antimicrobiano y asi reemplazar el examen de biopsia endoscdpico, ya que se ha
visto que en pacientes sin tratamiento los niveles altos de anticuerpos persisten por
affos (37). La ELISA también puede usarse en estudios epidemioldgicos para

conocer la frecuencia de infecciones en diferentes poblaciones.

La sensibilidad y especificidad de la ELISA es altamente dependiente de la
poblacion estudiada, ya que la prevalencia de la infeccidn por H. pylori varia de

acuerdo a grupos élnicos, nivel socioeconémico o pais (38-40).



En la mayoria de los estudios epidemiologicos se ha usado como prueba
diagndstica el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y como antigeno el extracto .
bacteriano total. Sin embargo para otros antigenos como ureasa por ejemplo, a la
fecha existen muy pocos reportes, ademas de que la ureasa utilizada no ha sido
una proteina purificada y de los pocos reportes que existen con esta proteina
semipurificada, por ejemplo en un estudio en sujetos con gastritis y sin gastritis,
reportan un 86.6% en sujetos con gastritis y un 13% en sujetos sin gastrtitis (41).
En otro estudio en Chile reportan que la prevalencia a ureasa aumenta con la edad
y que esta asociada con nivel socioeconémico bajo (42).

La ureasa es una metaloenzima polimérica que requiere niquel. Esta protefna se ha
purificado y sus genes han sido clonados y secuenciados; se han identificado 9
genes, ureA,B,C.D,I.F,G y H (43); sin embargo solo los genes ureA y ureB son
genes estructurales y el resto son genes accesorios. Los genes estructurales ured y
ureB se han expresado en E. coli y se ha observado que su estructura es muy

semejante a la ureasa nativa (44).

Helicobacter pylori ha sido aislado de personas en todo el mundo; también se le
ha aislado de primates (45) y recientemente se le ha aislado de gatos (46); pero a
la fecha no se sabe como el microorganismo es transmitido de una persona a otra.
Se le ha identificado mediante PCR en: placa dental (47), saliva (48) y heces (49),

por lo que se piensa que puede existir la transmisién oral-oral y fecal-oral. (50).

La prevalencia mas alta de la infeccidn se ha encontrado entre personas que viven
en malas condiciones sanitarias, incluyendo instituciones para personas con
retardo mental, orfanatorios y en paises en vias de desarrollo; la infeccién esta

relacionada principalmente con la edad, nivel socioeconémico bajo, nivel de



escolaridad bajo, hacinamicnto alto, raza y localizacion geografica (40,51-55).
También se ha observado que cuando un miembro de la familia est4 infectado, la
probabilidad de que otros miembros estén infectados es alta 64% en familias con -
nifios infectados contra un 13% en familias con nifios no infectados (56). En
estudios realizados entre poblacion caucasica no hispana de Estados Unidos se
observo que la prevalencia de la infeccion es baja durante la nifiez y que aumenta
durante la madurez alcanzando un valor de 50 a 60% en personas de més de GO
afios. Entre los negros e hispanos la infeccién se adquiere en etapas tempranas de
Ia vida y se observa una alta prevalencia en todas las edades (40). De la misma
manera en palses en desarrollo la infeccion ocurre a mas lemprana edad
comparada con los paises desarrollados donde la prevalencia es baja en personas
jovenes (57).

En un estudio realizado en Colombia, se observé que la prevalencia de la
infeccion por H. pylori en poblacién adulta de la ciudad de Pasto fue de 93% y en
la ciudad de Cali de 63%, y se sugirié que la diferencia del nivel socioecondémico
entre estas ciudades, es lo que determina la diferencia en la prevalencia de la
infeccion (58). En Gambia se identificé un 90% de la infeccién en nifios menores
de 5 afios (49), mientras que en Argelia, Costa de Marfil y Vietnam, se report6 un
80 a 90% de la infeccién en poblacion adulta (59). Se ha sugerido que la densidad
de poblacion puede ser un factor de riesgo mas importante que otras condiciones

de vida, sobre todo en la infeccién en los primeros afios de vida (60).

Actualmente esta bien establecido que la colonizacién de H. pylori en la mucosa
géstrica produce gastritis cronica activa que en la mayoria de los casos cursa de
manera asintomatica; sin embargo esta gastritis puede progresar con los afios a un

estado sintoméatico que en algunos de los casos puede conducir atilcera péptica y



por otro lado a atrofia de la mucosa que en presencia de otros factores como
dieta ricas en sales, presencia de carcinogénicos y productos derivados de la
inflamacién que son irritativos a la mucosa géstrica puede evolucionar a
metaplasia intestinal (61). La fuerte asociacién entre Helicobacter pylori y la
gastritis crénica permite especular que esta bacteria juega un papel muy
importante en el desarrollo de la carcinogénesis (62). Por otra parte estudios
epidemiolégicos han tratado de demostrar la aparente correlacion entre la
prevalencia a la infeccidn por H. pylori y la incidencia de cincer géstrico. Se han
realizado estudios en paises en vias de desarrollo como Colombia, Peri y Costa
Rica donde la prevalencia a la infeccién por H. pylori es alta y se ha encontrado
que la incidencia de céncer gastrico también lo es (63). Pero en algunos estudios
no se ha demostrado esta correlacion, por ejemplo, en un estudio realizado en la
India se demostrd una alta prevalencia de anticuerpos contra Helicobacter pylori
(81%) pero una baja incidencia de cancer gastrico; éste comportamiento también
se ha observado en Vietnam y en el continente Africano (64). Otro estudio
realizado en Nueva Orleans entre caucésicos y afroamericanos reporté que existe
una correlacion positiva entre la prevalencia a la infeccion por H. pylori y la
incidencia de cancer gastrico en afroamericanos pero no en caucasicos (58).

Por lo anterior se ha propuesto que H. pylori puede ser un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer gastrico, ademas de otros factores como la predisposicion
genética, la dieta y el nivel socioecondmico (61).

En nuestro pals existen muy pocos reportes sobre la infeccién por Helicobacter
pylori, un estudio realizado en una cohorte de 50 niffos desde el nacimiento hasta
los 2 afios de vida de una zona periurbana a la ciudad de México reporta que a los
2 afios el 50% de los niios seroconvirtié (65); otro estudio realizado en Chiapas
en 114 individuos de 0 a mayores de 50 aflos reporta una seroprevalencia del 4%
en individuos de 0-5 ahos y de 70% en mayores de 50 afios (66); en otro estudio

realizado en Comitan, Chiapas; que es una zona con alta mortalidad por céncer



géstrico, reportan una seroprevalencia de 86% en individuos mayores de 30 aftos.
En este estudio no se encontro diferencia significativa entre pacientes con lesiones

precancerosas y sujetos con estomago normal (67).

Es importante sefialar que nuestro pals se caracteriza por sus grandes diferencias
socioecondmicas y demogréficas, por lo cual se ha sugerido la utilizaciéon de
regionalizaciones en las cuales pueda ser enmarcada su problematica
socioeconémicodemografica y de salud. En éste sentido Kunz y colaboradores en
1986 (68), proponen una regionalizacién global del pais con la idea de que
pudiera ser utilizada tanto en la planificacion como en la investigacion de salud en
la Republica Mexicana. Basicamente para esta regionalizacion se utilizaron 4
grandes grupos de variables con sus respectivas variables internas:

|.- Demogréfica que incluye densidad y estructura de la poblacién por sexo y
edad.

2.- Social que incluye caracteristicas de la estructura familiar, de la vivienda, de
la educacién; ademas en esta variable se incluye el monolingtlismo y el consumo
protéico.

3.- Econdmica que incluye caracteristicas de la poblacién econémicamente activa
(PEA) Yy el producto intermo bruto para esta poblacién.

4.- Condiciones y servicios de salud que incluye calidad de la atencion médica y

de los servicios de salud.
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La infeccién por Helicobacter pylori es cosmopolita y afecta a mas de la tercera
parte de la poblacion mundial, la mayor prevalencia se ha reportado en paises en
vias de desarrollo, donde la infeccién se adquiere en etapas tempranas de la vida y
puede cursar a través de toda la vida de un individuo y asf evolucionar desde una
gastritis activa, ulcera duodenal o géstrica y quizd a céncer géstrico. A esta
infeccion también se le han asociado ciertos factores de riesgo. Debido a esto es
importante conocer la prevalencia de la infeccion en nuestro pafs ademés de
identificar los factores de riesgo asociados a ésta. México cuenta con un banco
nacional de sueros elaborado a partir de la encuesta nacional seroepidemiolégica
realizado entre 1987 — 1988 por la Secretaria de Salud; esta mwuestra es
representativa de todo el pafs, de todas la edades, ambos sexos y de todas las
clases sociales; ademas de contar con la regionalizacién global de Kunz y col.,

que enmarca las caracteristicas sociodemograficas y de salud ya mencionadas.
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JUSTIFICACION

La infeccion por Helicobacter pylori es un problema de salud mundial; la
prevalencia mis alta de ésta infeccién se ha reportado en paises en vias de
desarrollo donde se han identificado ciertos factores de riesgo para la infeccion
tales como: la edad, el nivel socioeconémico, el hacinamiento, la escolaridad y la
raza. En México se desconoce la prevalencia de la infeccion por H. pylori tanto en

poblacién adulta como en poblacion infantil, por lo cual es importante conocer:

1.-¢Cuél es la scroprevalencia a Helicobacter pylori en la Repiblica Mexicana?

2.-(Cudles son las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion infectada

con H. pylori?

3.-,Es diferente la seroprevalencia a Helicobacter pylori en estados de la

Repiblica Mexicana con alta y baja mortalidad por cincer géstrico?

12



OBJETIVOS

Los objetivos del estudio fueron:

1.-Determinar la seroprevalencia a Helicobacter pylori en diferentes zonas de la
Repiiblica Mexicana, de acuerdo a la regionalizacién global de Kunz vy

colaboradores.

2.-Identificar las caracteristicas sociodemograficas més frecuentemente asociadas

a seropositividad para H. pylori.

3.-Determinar la posible asociacién entre la infeccién por H. pylori. y mortalidad

por céncer géstrico.

13



HIPOTESIS

1.-La seroprevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori es diferente en la
Repiiblica Mexicana en base a diferencias de nivel de desarollo. La frecuencia

serd inversamente proporcional al nivel socioeconémico demogréfico.

2-La edad, sexo, nivel de escolaridad, nivel de hacinamiento, nivel
socioecondmico, tipo de poblacién y nivel de desarrollo son factores de riesgo en

la prevalencia de infeccion por H. pylori y para la respuesta a ureasa.

3.-La prevalencia en sujetos infectados por H. pylori ser4 mayor en los estados

con alta mortalidad por cancer géstrico.
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MATERIAL Y METODOS

1.-DISENO DEL ESTUDIO: Transversal analitico.

2.-DESCRIPCION DE LA MUESTRA:

Las muestras fueron obtenidas del Banco Nacional de Sueros de la Secretaria de
Salud, los cuales fueron recolectados en el periodo comprendido entre marzo de
1987 y abril de 1988 a través de la Encuesta Nacional Seroepidemioldgica
(ENSE). El universo del estudio estuvo constituido por todos los habitantes del
pafs, excepto los menores de un afio. El Marco Muestral Maestro estd constituido
por 429 400 viviendas de las 32 entidades federativas e incluye todos los estratos
sociales y zonas geograficas. El Censo General de Poblacién y Vivienda de 1980
y el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informética (INEGI) de la
Secretaria de Programacion y Presupuesto aportaron la informacion cartogréfica y

demogréfica para la creacion de este marco.

La muestra nacional calculada quedé fijada como 32 Entidades Federativas, 791
Municipios, 3,865 4reas geoestadisticas basicas (agrupamientos convencionales de
20 a 80 manzanas en zonas urbanas y extensiones aproximadamente de 10,000
hectareas en dreas rurales) y 429 440 viviendas. Para el cilculo del nimero de
viviendas a visitar éstas se agruparon de acuerdo a estratos socioeconémicos; para
las 4reas urbanas se hizo la seleccién en forma sistematica, 5 viviendas por area

con intervalos variables segin el tamafio de ésta y en las rurales se efectio por
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conglomerados de 10 viviendas para cada area con la finalidad de disminuir la
dispersion y las dificultades logisticas. La muestra nacional quedd fijada en
73,344 sueros, correspondientes tanto al sexo femenino como al masculino y los -
grupos etarios estan comprendidos desde | a 98 aflos de edad. Una vez calculado
el tamafo total de la muestra se fijé el de cada estado segun su poblacién y la
estructura del Marco Muestral Maestro (69). Los 73,344 sueros de la muestra
nacional estan clasificados por sexo, grupos de edad, nivel socioecondmico y

lugar de residencia; estos sueros estan almacenados a -70 °C (70).

Para determinar la scroprevalencia a Helicobacter pylori en nuestro pals de
acuerdo a nivel de desarrollo se utiliz6 la regionalizacién global de Kunz y cols.;
la cual divide al pais en 8 diferentes regiones de acuerdo a las caracteristicas
demogréficas, economicas, sociales y de salud de cada estado. Para fines de este
estudio los estados se reagruparon en 4 regiones que fueron representativas de un
nivel de desarrollo alto, medio alto, medio bajo y bajo. Para las modificaciones a
la regionalizacién global se tomé en cuenta las variables més significativas que
Kunz ha sugerido para hacer modificaciones a la regionalizacién original, estas
variables son: analfabestismo, grado de escolaridad, condiciones de vida,
mortalidad preescolar, mortalidad materna, mortalidlad por enfermedades
transmisibles y no transmisibles, poblacién econdmicamente activa, poblacién
urbana y disponibitidad de médicos generales (68). Cada region quedo integrada

de la siguiente manera:
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Nivel de desarrollo Alto:Region |

Distrito Federal, Baja California Norte, Baja California Sur, Coahuila, Nuevo
Leén, Sonora y Tamaulipas.

Nivel de desarrollo Medio Alto:Region 2

Apguascalientes, Colima, Chihuahua, Jalisco, Edo. de México, Durango, Morelos,
Nayarit, Sinaloa, Campeche, Quintana Roo y Yucatan.

Nivel de desarrollo Medio Bajo.Region 3

Guanajuato, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz,
Zacatecas.

Nivel de desarrollo Bajo:Region 4

Guerrero, Hidalgo, Puebla, Chiapas, Oaxaca.

VARIABLES

Para el anélisis de los resultados se contd con la base de datos de la Secretaria de
Salud donde se registré por cada individuo las caracteristicas sociodemograficas:
sexo, edad, indice de nivel socioeconémico (INSE), indice de nivel de
hacinamiento (NH), indice de nivel de escolaridad y tipo de poblacion (Rural y
Urbana).

El INSE se dividié en Bueno, Regular y Malo de acuerdo a Bronfman y cols (71)
utilizando basicamente 2 variables, el indice de condiciones de vida (INCOVI) y
el nivel de escolaridad; para la elaboracién de el INCOVI se tomaron en cuenta
variables como las caracteristicas de la vivienda, el hacinamiento y la escolaridad
del jefe de familia. De acuerdo a las combinaciones posibles de estas 2 variables
se obtuvo el INSE; se consideré “bueno” cuando hubiera por lo menos una
categoria buena y una regular; “malo” en los que hubo una mala y una regular y

el resto quedo ubicado en la categoria “regular”.
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El indice de nivel de hacinamiento se dividio también en Bueno, Regular y Malo
de acuerdo también a Bronfman y cols (71), se consideré hacinamiento “bueno”
cuando habia menos o igual a 1.5 personas por cuarto, “regular” de 1.6a35y
“malo” cuando habia mas de 3.6 personas por dormitorio.

El nivel de escolaridad fue codificado de la siguiente manera: analfabeta, inscrito
a primero de primnaria, primaria, educacién especial, técnico postprimaria,
secundaria, técnico postsecundaria, preparatoria, vocacional, técnico
postvocacional, profesional y posgrado, sin embargo para fines de este estudio
estas categorias se  recodificaron: en analfabeta, primaria, secundaria y
bachillerato-superior. Es importante mencionar que para el nivel de escolaridad
unicamente se analizaron solo los individuos mayores de 15 aflos, porque segun la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define como analfabeta a todo
individuo mayor de 15 afios que no sabe leer ni escribir (72). El tipo de poblacion
fue dividido en 4reas Rurales y Urbanas. Se consideraron d4reas rurales a
poblaciones con menos de 2,500 habitantes, poblaciones con més de 2,500

habitantes se consideraron como urbanas.

Para el andlisis de correlacion entre la seroprevalencia de la infeccion por
Helicobacter pylori y la incidencia de cancer géstrico se conté con las tasas de
mortalidad por céancer gastrico X 100 000 habitantes proporcionadas por la
Direcciéon General dec Epidemiologia de la Secretaria de Salud. Los registros de
las tasas de mortalidad fucron obtenidas en 1988 en el perfodo en que se realizé la
seroencuesta nacional. Para (ines de este estudio los estados de la Republica
Mexicana se agruparon en base a la tasa de mortalidad por cancer gastrico en

intervalos de 1.5 y en forma ascendente:
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Tasade 2.5a4.0

Estado de México, Quintana Roo, Tabasco y Guerrero

Tasade 4.1 a 5.6

Durango, Distrito Federal, Tlaxcala, Querétaro, Puebla, Sinaloa, Hidalgo,
Veracruz, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Baja California Norte, San Luis Potosi y
Colima

Tasa >5.7

Coahuila, Morelos, Guanajuato, Jalisco, Campeche, Nayarit, Baja California Sur,
Zacatecas, Aguascalientes, Yucatan, Qaxaca, Chihuahua, Michoacan, Chiapas y

Sonora.
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TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra para cada region se estimé para una prevalencia de
Helicobacter pylori del 50% y con un nivel de confianza del 95%, a través de la

siguiente formula:

2 (o/2) 1-p Deff

N= —-eee % _ %

P p 1

donde:

e Z esel cuartil | a/2 de una variable normal estandar

e p es la proporcion de individuos seropositivos a Helicobacter pylori en la
poblacion (50%) de cada region.

Dell es el efecto del disefio (2.0,1-a=0.95)

r es el error relativo de la estimacion (0.05)

Por lo tanto el numero de sueros por cada regién fue de 3073. Obteniendo una n

total (4 regiones) de = 12,292 sueros.
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3.-ENSAYO INMUNO ENZIMATICO (ELISA):

Se empled la técnica de ELISA para medir anticuerpos séricos contra antigenos -

solubles del extracto bacteriano total y el antigeno recombinante Ureasa.

La determinacién de anticuerpos séricos se realizo de acuerdo a la técnica de
Pérez-Pérez G. y col. (33). Los antigenos se obtuvieron de la siguiente manera:
Para extracto total se ulilizaron 3 cepas de Helicobacter pylori aisladas de
pacientes mexicanos con enfermedad 4cido péptica, del Centro Médico Nacional
Siglo XXI. Las bacterias fueron cultivadas durante 48 horas en medio agar sangre
enriquecido con sangre de caballo a 37°C en condiciones microaerofilicas, se
cosecharon y centrifugaron. El paquete celular se resuspendié en 10 ml. de
solucién amortiguadora salina con fosfatos (PBS), y se obtuvieron pastillas
celulares por centrifugacién a 10 000 rpm durante 5 minutos y se lavaron 3 veces
con 10 ml de PBS estéril.

Los extractos se obtuvieron por sonicacion de las pastillas celulares. La
verificacion del rompimiento bacteriano se hizo mediante tincién de Gram y las
muestras se centrifugaron a 10 000 rpm a 4°C durante 10 minutos. El
sobrenadante se colecté y se realizé un anélisis de concentracion de proteinas por
método de Bradford (Bio Rad, cat. 500-0006). El antigeno fue almacenado a -
70°C en alfcuotas de lmg/ml hasta su uso.

El antigeno Ureasa es una proteina recombinante expresada y purificada en E.
coli, donada por Ora Vax, Inc.(Cambridge, MA. USA), los genes clonados y
expresados en FE. coli fueron los genes estructurales ured y ureB. La ureasa
presenta caracteristicas estructurales e inmunoldgicas similares a las observadas

con la enzima nativa, aunque carece de actividad biologica (44).
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ESTANDARIZACION DEL ENSAYO

El valor de corte se determind en base a 15 sueros de pacientes infectados y 33
sueros de individuos no infectados, diagnosticados por histologia y cultivo de
biopsias gastricas, donados por el Departamento de Enfermedades Infecciosas de
la Universidad de Vanderbilt. Con estos sueros se ensayaron 3 variables:
concentracion de antigeno, dilucion del suero y tiempo de incubacién con sustrato,
usando un andlisis cruzado (Figural). La microplaca se sensibilizo con
concentraciones crecientes de anligeno (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 pg/pozo) en forma
horizontal, posteriormente se agregd el suero a diferentes diluciones (1:200,
1:400, 1:800, 1:1000) de manera vertical, de tal manera que cruzara con las
diferentes concentraciones de antigeno; finalmente cuando se agregd el sustrato se
incubd a diferentes tiempos (15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos). Una vez que se
establecieron las mejores condiciones para cada ensayo inmunoenzimatico se
probaron 98 sueros de voluntarios mexicanos y se compararon contra los
controles de Vanderbilt para identificar sueros positivos y negativos. Se
escogieron entre 25-30 de cada grupo y se elaboré un poza de positivos y un poza
. de negativos para posteriormente utilizarlos diariamente como controles en cada
microplaca. El poza de sueros control positivo y los 30 sueros controles negativos
se corrieron 5 veces, cada uno en dfas diferentes para determinar la variacion
interensayo e intraensayo (Figura 2) y a partir de sus densidades 6pticas a 405 nm
se construyd una curva de correlacién (Figura3) para determinar el valor de corte

para cada ensayo.
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Valor de corte

El valor de corte se definié6 como la media del valor de absorbancia de los
controles negativos mas 3 desviaciones estandar, es decir, se definié como
positivo cuando el valor de la densidad 6ptica del suero problema fuera mayor al
promedio més 3 desviaciones estAndar de los controles negativos.

Este valor de corte se determino por dia y por placa y los resultados obtenidos
fueron reportados en Unidades Elisa. Cada suero problema se corrié por
duplicado en el mismo dia (Figurad) Las Unidades Elisa se obtuvieron a partir
del promedio de la densidad dptica del suero problema dividido entre el valor de
corte obtenido en la placa.

De esta manera se consideraron postivos a todos aquellos sueros que tuvieran un
valor mayor o igual a 1.0 unidad elisa.

El coeficiente de correlacion para cada curva para determinar el valor de corte de
cada ensayo [ue el siguiente:

Extracto Total IgG: coeficiente de correlacion 0.8578

Ureasa 1gG: coeficiente de correlacion 0.8267
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ELISA PARA ANTICUERPOS I1gG CONTRA EXTRACTO
BACTERIANO TOTAL

El antigeno se diluyé en amortiguador de carbonatos 0.05SM pH 9.6 a una
concentracion de 5 pg /m! y se agregaron 100 pl de esta dilucién a cada pozo de la
microplaca y se incubd a temperatura ambiente toda la noche. Posteriormente se
descartd el sobrenadante de la microplaca y se adicioné 200pL de solucion
amonrtiguadora salina con fosfatos 0.5M pH 7.2, Tween 20 al 0.05%, Timerosal
0.01% y Gelatina 0.1% (PBSTTG) a cada pozo. La microplaca se incubd por 3
horas a 37°C, posteriormente se lavé 3 veces con solucion amortiguadora salina
con fosfatos 0.5M pH 7.2, Tween 20 al 0.05%, Timerosal 0.01% (PBSTT) y se
adicionaron 100 pl del suero humano diluido 1:1000 en solucién amortiguadora
salina con fosfatos 0.5M pH 7.2, Tween 20 al 0.05%, Timerosal 0.01%, y-
globulina humana 0.5% y gelatina 0.1% (PBSTTyG) y se incubd a 37°C por |
hora. Posteriormente la microplaca se lavo 3 veces con PBSTT y se adicioné 100
pl  del conjugado anti 1gG humano acoplado a fosfatasa alcalina (Southern
Biotechnology, USA), a una dilucion 1:1000 en solucion amortiguadora salina
con fosfatos 0.5M pH7.2, Tween 20 al 0.05%, Timerosal 0.01%, y-globulina
humana 0.5% y albumina sérica bovina 1% (PBSTTyYBSA) y se incubé a 37 °C
por 1 hora. Finalmente se adicionaron 100 pl de la solucidn reveladora
recientemente preparada a cada pozo; a una concentraciéon de Img/ml de para-
nitrofenilfosfato (PNPP) en amortiguador de dietanolamina y se incubd 30
minutos a temperatura ambiente y se leyo en el lector de ELISA (Labsyslems

integrated EIA Management System) a 405 nm.
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ELISA PARA ANTICUERPOS IgG CONTRA UREASA

El antigeno se diluyé en amortiguador de carbonatos a una concentracién de
Sug/ml y se adicionaron 100 pl de esta dilucién a cada pozo de la microplaca y se
incubd toda la noche a 4°C. Posteriormente la microplaca se lavd 4 veces con
PBSTT y se adicionaron 200 pl de PBSTT + leche descremada al 2.5% a cada
pozo, se incubd a 37°C por 1 hora. Después de la incubacion la microplaca se lavo
4 veces con PBSTT y se adicionaron 100 pul del suero humano diluido 1:400 en
PBSTT + leche descremada al 2.5% y se incub6 a 37°C por 1 hora. Después de la
incubacion la microplaca se lavé 3 veces con PBSTT, se adicionaron 100 pl del
conjugado anti IgG  humano acoplado a fostatasa alcalina (Southem
Biotechnology, USA), a una dilucién 1:1000 y se incub6 nuevamente | hora a
37°C. Finalmente la microplaca se lavdé 3 veces con PBSTT, se agregé 100ul a
cada pozo del sustrato de fosfatasa PNPP a una concentracién de Img/ml en
amortiguador de dietanolamina y se incubd a temperatura ambiente durante 45

minutos y se leyo en el lector de ELISA a 405 nm.

Controles
Para ambos ensayos en cada microplaca se incluyeron un poza de sueros control
positivos en 4 pozos diferentes y un poza de sueros control negativos también en 4

pozos diferentes como se indica en la Fig 4.
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Validacion de los Ensayos Inmunoenziméticos (ELISA) EN NINOS

Para la validacion del ensayo se trabajé con 50 nifios con dolor abdominal crénico
que ingresaron al departamento de Gastroenterologfa del Hospital de Pediatria,
CMN SXXI, a los que se les practico endoscopia de tubo digestivo para
disgnéstico en biopsias de estomago. Se seleccionaron 30 casos de niffos no
infectados y 20 casos de niftos infectados, los criterios de infeccién se
determinaron por histologia y cultivo de biopsias géstricas, los individuos
infectados fueron positivos por cultivo e histologia y los no infectados fueron
negativos a ambas. Después de estandarizar se validé cada ensayo y se determino
la sensibilidad y especificidad para cada uno de los ensayos ademis de

determinar los valores predictivos positivos y negativos (Tabla 1).
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ANALISIS ESTADISTICO

| .-Se determind la seroprevalencia nacional a extracto total y a ureasa, en cada
caso el numerador estuvo constituido por el nimero de sujetos seropositivos a

Helicobacter pylori y el denominador por el total de la poblacién estudiada.

2.-Una vez determinada la prevalencia de sujetos infectados mediante la

estratificacion de la edad se obtuvo la asociacién entre infeccion y las

caracteristicas sociodemograficas estudiadas a través de Chi cuadrada (X y/o
prueba exacta de Fisher; para el analisis de tendencia se utlizé la prueba de X? de
Mantel-Haenszel. Se evalud la fuerza de la asociacién a través de razon de
momios (OR) con intervalos de confianza al 95%. El nivel de significancia
estadistica se fijo en 0.0S.

3.-Después del analisis univariado, se realizd analisis de regresion logistica
multiple no condicionada, incluyendo en el modelo final todas las variables,
independientemente de su significancia estadistica, con la finalidad de determinar
los factores de riesgo asociados a la infeccién por Helicobacter pylori, ajustando

para variables de confusién.
4.-Se trato de identificar la posible asociacién entre seroprevalencia a antigenos

de I1. pylori y las tasas de mortalidad por cancer gastrico registradas en cada

entidad federativa a través del coeficiente de correlacién de Spearman.
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RESULTADOS

Algunos de los sueros seleccionados no se obtuvieron porque en el Banco
Nacional de Sueros estaban agotados, contaminados o secos; de tal manera que se
procesaron 2,997 sueros para la region 1 (97.5%); 2,944 sueros para la region 2
(95.8%), 2,805 sueros para la region 3 (91.3%) y 2,859 sueros para la region 4
(93.1%). El total de sueros analizados fué I 1,605 (94.4%) sueros de individuos de
1-98 aftos de edad, de ambos sexos, representativos de todo el pais y de todos los
grupos sociales, a los cuales se les determinaron anticuerpos 1gG contra ureasa y

extracto total,

SEROPREVALENCIA A EXTRACTO TOTAL (INFECCION)

Para extracto total obtuvimos 7,720 sueros positivos indicando que el 66% de la
poblacién mexicana esta infectada por Helicobacter pylori (Tabla 2). De estos
3,057 (65%) fueron hombres y 4,663 (67.7%) mujeres.

SEROPREVALENCIA REGIONAL

Analizando la seroprevalencia de la infeccién por H. pylori en nuestro pals de
acuerdo a la regionalizacion de Kunz encontramos que la infeccion fue mayor
(69.6%) en la region N° | que es representativa de un mejor nivel de desarrollo,
sin embargo cuando se analizé esladisticamenle esta diferencia entre las 4
rcgiones en que se dividié la Repblica Mexicana no se encontrd una diferencia

csladisticamente significativa (Tabla 3).

ANALISIS UNIVARIADO
Se realiz6 anlisis univariado identificando la asociacién entre la seropositividad a
infeccién por Helicobacter pylori y las caracteristicas sociodemograficas (Tabla

4). La infeccion por . pylori fue mis frecuente en mujeres que en hombres
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(p=0.004); igualmente la infeccion fue mdis frecuente en individuos con nivel
socioecondmico calificado como regular y malo; el nivel de escolaridad también
se identificd como factor de riesgo; el riesgo de infectarse se incrementa a medida
que disminuye la escolaridad. De las variables analizadas el hacinamiento asf

como el tipo de poblacién no influyeron significativamente en la infeccion.

EDAD

Estratificando por grupos de edad (estratos de 10 afios) se observé que la
infeccién es directamente proporcional a la edad, es decir, que la infeccion
aumenta conforme aumenta la edad (Figura 5). En individuos de 1 afio la
seroprevalencia es aproximadamente de un 20%, a los 10 afios 50% vy alrededor
de los 30 afios casi del 90%. Es importante hacer notar, sin embargo que los
valores de RM disminuyen a partir de los 70 afios. La tendencia del incremento de
la infeccion conforme a la edad se observa claramente hasta antes de los 30-40
afios donde la curva forma una meseta; debido a esto se decidio realizar el mismo
analisis pero solo en individuos menores de 40 afios y se observd la misma
tendencia en las variables analizadas a excepcién del nivel de haciamiento donde
observamos una tendencia estadisticamente significativa a mayor infeccién
conforme aumenta el hacinamiento.

De acuerdo a los resultados anteriores la edad es el principal factor de riesgo para
el desarrollo de la infeccion por Helicobacter pylori, por lo que se decidié analizar
en grupos de 5 aos el incremento anual de la prevalencia de la infeccién (Figura
6 ). Observamos que el mayor incremento de la prevalencia se registro en el grupo
de 0 a 5 aflos con un incremento anual de 5.4; pero éste  disminuye
paulatinamente, de tal manera que a la edad de 31 a 35 ailos el incremento anual
es de 0.3 y en mayores de 45 aftos es de -1.2, sin embargo es importante
mencionar que en el grupo de edad de 51 a 55 afios el incremento de la

prevalencia fue de 2.8. También se analiz el promedio de las unidades elisa de
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acuerdo a la edad (Figura 7) y observamos que el incremento de las unidades
elisa es directamente proporcional a la edad, en individuos de 5 aftos el promedio
de las unidades elisa es de 3.0, a los 20 afios es de 4.5 y a los 30 afios es casi de -
5.0.

ANALISIS MULTIVARIADO

Se realiz6 el analisis multivariado primero en individuos de 1-90 afios, con la
finalidad de identificar la importancia de la edad como factor de riesgo para el
desarrollo de la infeccion. Observamos la misma tendencia que hemos observado
en los andlisis anteriores, que el riesgo de la infeccién aumenta conforme a la
edad (Tabla 5). Sin embargo en este anlisis observamos riesgos mayores por
ejemplo en el grupo de edad de 51 a 60 afios un RM de 22.9 (p=<0.001). Es
importante hacer énfasis que en el grupo de >70 afios el riesgo disminuye
significativamente (OR 11.1; p=<0.001). En la tabla 6 se describen las otras
variables; el nivel de hacinamiento y el INSE siguen siendo significativas; el
riesgo es mayor en individuos més hacinados y con menor indice de nivel
socioeconomico. El sexo femenino continia siendo factor de riesgo para la
infeccion. Sin embargo el tipo de poblacion no es una variable significativa.
Posteriormente se realizd el mismo andlisis multivariado pero sélo en individuos

menores de 40 afios y observamos la misma tendencia.

MORTALIDAD POR CANCER GASTRICO

Al analizar la frecuencia de la infeccidn por Helicobacter pylori en los estados de
la Repuiblica Mexicana agrupados por sus tasas de mortalidad por céncer géstrico,
se identificaron diferencias significativas (Tabla 7), independientemente de la
magnitud de las tasas de mortalidad. La correlaciénn de Spearman para los

mismos datos [ue de r’= 0.20.
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SEROPREVALENCIA A UREASA

Para ureasa se obtuvieron 3,324 sueros positivos indicando, que ¢l 28.6% de los
individuos de la Republica Mexicana son seropositivos a ureasa de Helicobacter
pylori (Tabla 2). De estos 1,449 (30.8%) fueron hombres y 1,875 (27.2%)
mujeres; 2,930 (25.2%) fueron positivos a ureasa y a extracto total y 394 (3.4%)

fueron positivos a ureasa y negalivos a extracto total.

SEROPREVALENCIA REGIONAL

Analizando la seroprevalencia a ureasa de acuerdo a la regionalizacion de Kunz
(Tabla 8) , encontramos que la seropositividad fue mayor (40.2%) en la region
N° | que es representativa de un mejor nivel de desarrollo. En el andlisis
estadistico de las 4 regiones se observd mayor seropositividad conforme aumenta

el nivel de desarrollo y este comportamiento es estadisticamente significativo x?
=273.4; p=<0.001).

ANALISIS UNIVARIADO

Se realizd un andlisis univariado identificando la asociacién entre la
seropositividlad a wureasa y las caracteristicas sociodemogréficas. La
seropositividad fue mas frecuente en hombres que en mujeres (OR 1.19;
p=0.00002); la seroprevalencia a ureasa se incrementa a medida que el
hacinamiento disminuye y el nivel socioecondmico mejora; igualmente el riesgo
de ser seropositivo es mayor en individuos que viven en 4reas urbanas que en
areas rurales. En contraste el nivel de escolaridad se identifico como factor de
riesgo sdlo cuando se compararon los individuos analfabetas contra los de nivel

superior (p=0.004).
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EDAD
Estratificando por grupos de edad (estratos de 10 afios), se observé que la .
seropositividad es directamente proporcional a la edad, de igual manera que para
extracto total, sin embargo la tasa de seroconversién es menor (Figura 8). En
individuos de 5 aflos la seroprevalencia es de aproximadamente 10%, a los 10
afios de un 20% y alrededor de los 30 afios casi del 40%. Es importante hacer
notar que los valores de RM disminuyen a partir de los 70 afios.

La seropositividad a ureasa es también edad especifica (Figura 9), es decir que
aumenta conforme a la edad; aunque la intensidad de la respuesta es menor que la
observada para extracto total. Se analizé el promedio de las unidades elisa de
acuerdo a la edad y observamos la misma tendencia, ésta aumenta conforme a la
edad; en individuos de 5 afios el promedio de las unidades elisa es de 2.0, a los 20

aflos es de aproximadamente 3.0 y a los 30 afios es casi de 4.0.

ANALISIS MULTIVARIADO

Se realizé el analisis multivariado en individuos de | a 90 afios para observar la
importancia de la edad como factor de riesgo a la seropositividad a ureasa (Tabla
9). Observamos la misma tendencia que en los andlisis anteriores, la
seroprevalencia aumenta conforme a la edad; aunque los RM observados en el
analisis multivariado son mayores a los observados en el univariado. Por ejemplo
el grupo de edad de 51 a 60 afios tuvo un RM de 11.9 (p=<0.001); al igual que en
la respuesta a extracto (otal en el grupo de >70 aitos el riesgo disminuye
significativamente (RM 9.7; p=<0.001).

Las variables nivel de hacinamiento y nivel socioeconémico no son significativas,
es decir, no son faclores de riesgo para la seropositividad a ureasa, sin embargo el

sexo masculino y el tipo de poblacién continuan siendo factores de riesgo para la
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seropositividad, los individuos que viven en dreas urbanas tienen un riesgo mayor

de ser seropositivos que los que habitan en éreas rurales (Tabla 10).

MORTALIDAD POR CANCER GASTRICO

En la tabla 11 se observa que la seropositividad a ureasa fue mayor en el grupo de
estados de la Republica Mexicana con tasas de mortalidad mas altas (>5.7), la
seroprevalencia en este grupo fue de 34.4% y se identifica ademds, que la
seropositividad aumenta conforme aumenta la tasa de mortalidad por céncer
géstrico (p=<0.001). El indice de correlacién de Spearman fue de r’=0.99
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DISCUSION

Extracto Bacteriano Total (infeccidn)

La infeccion por Helicobacter pylori se caracteriza por ser una infeccién que se
mantiene durante un periédo prolongado de liempo, un individuo puede infectarse
durante la infancia y cursar con la infeccion durante toda su vida, la presencia
constante de inflamacion en la mucosa géstrica puede evolucionar con el tiempo a
gastritis cronica, tlcera y en algunos casos a atrofia de la mucosa y cancer géstrico
(73). Debido a esto es relevante conocer los factores externos que en un momento
dado pueden ser factores de riesgo para la infeccion por Helicobacter pylori en
etapas tempranas de la vida. Se han realizado gran numero de estudios
seroepidemioldgicos con la finalidad de identificar estos factores de riesgo que
pueden estar influyendo en el desarrollo de la infeccién, ésto tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo. Este estudio es el primero que
se realiza con un tamaflo de muestra tan grande y con individuos de poblacion
abierta; la mayoria de los estudios reportados se han realizado con poblacién
sintomética o con poblacion seleccionada como donadores sanguineos, veteranos
de guerra, personal adscrito a alguna dependencia de salud, étc. Por otro lado
nuestro pafs se caracteriza por sus grandes diferencias socioeconémicas y
demograficas, asl que la utilizacion de la regionalizacién del pais de acuerdo a
Kunz y colaboradores, en base a estas caracteristicas permitieron obtener una
adecuada muestra nacional representativa de los diferentes fndices
socioecondmicos y de los diferentes niveles de desarrollo.

Nosotros estudiamos la seroprevalencia nacional de la infeccién por H. pylori
utilizando como antigeno el extracto bacteriano de 3 cepas aisladas en nuestro
medio y encontramos que la prueba tiene una sensibilidad de 85% y una
especificidad de 87% cuando se valido en nifios infectados y no infectados; no fue

posible validarla con adultos porque en México la prevalencia de la infeccion es
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muy alta y es dificil identificar individuos no infectados, ademés de la dificultad
de realizar endoscopia y toma de biopsia en individuos sanos. Es importante la
utlizacién de cepas aisladas de nuestro medio porque se ha reportado que la .
sensibilidad y especificidad de la ELISA es dependiente de las cepas que infectan
a la poblacién estudiada (59).

En éste estudio encontramos que el 66% de la poblacién mexicana esta infectada
por H. pylori y que de los faclores de riesgo analizados, el mds importante para
presentar la infeccion es la edad, similar a lo reportado en otros estudios
(39,40,53,24,55,74,75). Como se ha observado en otros paises en vias de
desarrollo, en México los individuos adquieren la infeccién en etapas tempranas
de la vida y conforme va transcurriendo el tiempo el niimero de personas
infectadas aumenta considerablemente, de tal manera que en la primera década de
vida el 50% de la poblacion esta infectada y es en éstos grupos de edad donde
encontramos el mayor incremento anual (5.0) de la infeccion. Esto sugiere que las
condiciones de vida durante la nifiez son muy importantes, y en nuestro medio
favorecen la infeccion. Los nifios parecen ser mas sensibles a la infeccién y una
vez infectados, estaran en riesgo de presentar enfermedad en edades mayores.
También observamos que después de los 70 afios la seroprevalencia disminuye
considerablemente y esto puede ser consecuencia de la depresiéon inmunoldgica
que se observa en los ancianos; aunque también puede ser que los infectados
tengan una mortalidad mayor. Esta tendencia de la disminucién de la prevalencia
en los ancianos ya ha sido reportado en otros trabajos, en un estudio realizado en
pacientes con dispepsia no ulcerosa reportaron un 87% en sujetos menores de 45
aflos y un 79% en mayores de 45 afios (76).

Como observamos cn la curva de incremento de la infeccion con la edad la
tendencia al incremento es muy marcado hasta los 30 aflos donde la curva se
estabiliza formando una meseta (FiguraS); mientras que en individuos mayores de

40 afios ya no hay incremento significativo de la seroprevalencia. Sin embargo es
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importante mencionar que el grupo de 51 a 55 afios no concuerda con esta
tendencia ya que hay un incremento de la prevalencia de 2.8, es probable que en
nuestro pafs haya ocurrido algun suceso historico durante 1930 - 1940 que.
influyé de manera determinante en las caracteristicas socioecondmicas del pais
haciendo esta poblacion diferente al resto de los individuos analizados; hasta el
momento no hemos encontrado una causa que explique éste fendmeno.

Existe controversia si el sexo es un factor de riesgo para la infeccién por
Helicobacter pylori; hay reportes en los que el sexo masculino es factor de riesgo
para el desarrollo de la infeccion (53,54) pero también hay reportes donde
documentan que el sexo no es un factor de riesgo, es decir, que no existe
diferencia estadisticamenle significativa entre hombres y mujeres en el desarrollo
de la infeccion por H. pylori (39,42). Sin embargo en nuestro estudio el sexo fue
un factor de riesgo para la infeccidn; es mayor la infeccién en mujeres que en

hombres.

Como en otros estudios seroepidemioldgicos realizados en paises en vias de
desarrollo (57); en México las caracteristicas socioecondmicas son factores
importantes para el desarrollo de la infeccién por H. pylori. Encontramos que la
escolaridad, el hacinamiento y el nivel socioecondmico son factores de riesgo
importantes para la infeccién. Individuos con un nivel de escolaridad bajo
normalmente presentan un nivel socioecondmico bajo y un mayor hacinamiento.
Nuestros resultados sugieren que malas condiciones de vida favorecen el
desarrollo de la infeccion por /Helicobacter pylori.

Al analizar la influencia del tipo de poblacién sobre la infeccion por Helicobacter
pylori, encontramos que el lugar de residencia ya sea urbana o rural no es un
factor de riesgo para el desarrollo de la infeccion, sin embargo en otros estudios sf
se ha encontrado diferencia, en China la prevalencia fue mayor en poblacion rural

(52.4%) que en poblacion urbana (38.6%) (60). En otro estudio en Bangladesh
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con poblacidn rural, la infecciéon fue mayor en familias con cultura hindi que en
musulmanes (53). Lo que sugiere que en nuestra poblacién no encontramos
diferencias entre los diferentes tipos de poblacién; tal vez porque al menos en
nuestro pals los habitos y coslumbres culturales que predisponen a infeccién son
similares en ambas é4reas; como por ejemplo los habitos alimenticios que se

caracterizan por la ingesta de chile y condimentos.

Por otro lado se sabe que existe marcada diferencia en la seroprevalencia de la
infeccion por Helicobacter pylori en palises en vias de desarrollo y desarrollados;
siendo la seroprevalencia mucho menor en paises desarrollados (77). En un
estudio realizado en Colombia en dos poblaciones con diferente nivel de
desarrollo Pasto y Cali, reportaron que la prevalencia fue mayor en Pasto (93%)
que en Cali (63%) y que esta diferencia se debié principalmente a el nivel de
desarrollo (58). Sin embargo en nuestro estudio no encontramos diferencias entre
las regiones en que se dividié al pals de acuerdo al nivel de desarrollo y la
seroprevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori. Esto puede reflejar una
inadecuada representacién muestral de los estados en cada una de las regiones en
que se dividio al pais.

Actualmente gran nimero de los estudios epidemiol6gicos de Helicobacter pylori
han intentado demostrar la correlacién entre la infeccién por la bacteria y la
incidencia de cancer gastrico, estudios como los de Colombia, Pert y Costa Rica
han demostrado una aparente correlacién ya que en estos paises la prevalencia de
la infeccién es alta y la incidencia de cincer gastrico también lo es (63). Sin
embargo en otros paises no se ha encontrado esta correlacién por ejemplo en la
India (78) y en Japén (79) donde la incidencia de céncer géstrico es alta pero la
prevalencia de la infeccion no lo es. En nuestro pafs no encontramos correlacién
entre las tasas de mortalidad por cancer géstrico y la infeccion por Helicobacter

pylori, es probable que esto se deba a los subregistros en las tasas de mortalidad
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por céncer o a limitaciones del disefio de nuestro estudio; ya que la finalidad

principal del trabajo fue evaluar las caracteristicas sociodemograficas asociadas a

la infeccién.

Ureasa de Helicobacter pylori

Para ureasa de [/lelicobacter pylori no existen reportes de estudios
seroepidemioldgicos en poblacion abierta y con el nimero de muestras analizadas
en éste estudio. Exislen estudios con poblacion més pequefia y con individuos
sintomdticos, en los que se ha usado una fraccion semipurificada de ureasa
(41,42,80); es probable que’en éstos estudios se hayan detectado anticuerpos a
otras proteinas de tamaiio similar a las subunidades de ureasa como la proteina de
choque térmico (HspB) que tiene un peso molecular de 62 Kda y generalmente se
encuentra intimamente asociada a la ureasa (80). El antigeno utilizado en el
presente estudio es una proteina recombianante producida en E. coli y purificada
extensivamente (44), de tal manera que nuestro estudio es el primer reporte que se
realiza con una preparacion de ureasa que no tiene otros antigenos de H. pylori. Se
ha demostrado que esta proteina tiene una estructura similar a la enzima nativa,
que es inmunogénica (43). En este trabajo nosotros analizamos las caracteristicas
sociodemogréficas que pueden ser factores de riesgo para la seropositividad a
ureasa de H. pylori que ningin otro estudio ha realizado. Encontramos que
aproximadamente el 29% de la poblacion mexicana es seropositivo a ureasa,
mientras que del total de individuos infectados (positivos para extracto total) el
43% responde a ureasa; estos resulldos indican que ureasa es un pobre
inmundgeno y no se puede usar como antigeno para detectar infeccién. Dentro de
las variables analizadas el riesgo de scr seropositivo a ureasa se incrementa con la
edad, es mayor en hombres que en mujeres y en individuos de areas urbanas que
aquellos que viven en areas rurales. Pero las caracteristicas socioeconémicas

como el nivel de hacinamiento, el nivel de escolaridad y el nivel socieconémico
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no son factores de riesgo, lo cual nos hace suponer que la seropositividad o la
repuesta a ureasa depende méas de caracteristicas del huésped que de
caracteristicas socioeconomicas. Esto contrasta con lo encontrado para infeccién o -
respuesta a extracto total, donde las caracteristicas socioecondmicas tienen mas
peso como factores de riesgo. Por otro lado en los trabajos donde utilizan la
ureasa semipurificada reportan que la seroprevalencia aumenta con la edad, que es
mayor en negros que en blancos y en individuos con nivel socioecondnico bajo
(42,81); sin embargo como ya se menciono anteriormente la desventaja de este
antigeno es que es una proteina semipurificada y no se puede asegurar que se esta

observando respuesta inmune a ureasa.

Como ya mencionamos la respuestra al antigeno Ureasa de H. pylori tiene un
compartamiento diferente al de extracto total ya que la seropositividad a ureasa
fue mayor en la region con mayor nivel de desarrollo, Por otro lado la respuesta a
ureasa fue también mayor en los estados con tasas de mortalidad maés altas, se
observé una tendencia estadisticamente significativa a mayor seropositividad con
el aumento en las tasas de mortalidad, ademas de observar correlacion entre éstas
2 variables, esto sugicre que probablemente la ureasa sea un marcador en
individuos con riesgo de cancer gastrico y por otro lado que los factores asociados
a seropositividad a urecasa son diferentes a los asociados a extracto total. Es
importante seflalar que hay otras bacterias productoras de ureasa y existe la
posibilidad que con la ELISA que nosotros diseflamos se detecten otras
infecciones; sin embargo el grupo que doné el antigeno recombiante lo ha
probado con suero de pacientes infectados con bacterias productoras de ureasa
diferentes a Helicobacter pylori y no ha encontrado reacciéon cruzada

(comunicacién personal).
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CONCLUSIONES

Con este estudio nosotros podemos concluir que en México la edad es un factor
principal de riesgo en el desarrollo de la infeccién por Helicobacter pylori y que
ésta ocurre en los primeros aflos de vida.

El sexo femenino y los lactores socioeconémicos como alto hacinamiento, baja
escolaridad y bajo nivel socioeconémico tambien son factores de riesgo para la
infecién.

El tipo de poblacion y el nivel de desarrollo al menos en nuestro medio no son
factores de riesgo para el desarrollo de la infecién.

No existe asociacion entre la tasa de mortalidad por cancer géstrico y la infeccion

por Helicobacter pylori.

En infeccion nalural la respuesta a ureasa es pobre, debido a ésta pobre
inmunogenicidad, ureasa no es un buen antigeno para diagnésticar infeccion.

En nuestro pals la edad, el sexo y el tipo de poblacién son factores de riesgo par la
seropositividad a urcasa. Sin embargo el hacinamiento, el nivel socioeconémico y
el nivel de escolaridad no son factores de riesgo para la seropostividad a éste
antigeno.

La respuesta sérica IgG anti-ureasa pudiera ser un marcador para identificar

individuos con riesgo de desarrollar céncer géstrico.
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ANEXO

TABLA 1.- VALOR DIAGNOSTICO DE INMUNOENSAYOS CON

" DIFERENTES ANTIGENOS DE H. pylori PARA DETECTAR
INFECCION EN NINOS.
Ensayo Sensibilidad | Especificidad VPP VPN
Extracto Total IgG 85 87 81 90
Ureasa IgG 22 100 100 68

TABLA 2.- RESPUESTA A ANTIGENOS DE H. pylori EN 11,605 SUEROS
DE INDIVIDUOS DE LA REPUBLICA MEXICANA

“ANTIGENO SEROPOSITIVIDAD (%)
Extracto Total+ W) (66.4)
Ureasa+ 3,324 (28.6)
Extracto Total+, Ureasa+ 2,930 (25.2)
Extracto Total-, Ureasa+ 394 (3.4)
Extracto Total-, Ureasa- 3,512 (30.2)
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TABLA 3.- ANALISIS REGIONAL DE LA REPUBLICA MEXICANA E .
INFECCION POR Helicobacter pylori EN INDIVIDUOS DE 1-90 ANOS

REGION I TOTAL | SEROPOSITIVOS %

1 2997 69.6
2 3002 67.5
3 2746 62.7
4 2860 66.1
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TABLA 4.- ANALISIS UNIVARIADO NACIONAL PARA EXTRACTO
TOTAL EN INDIVIDUOS DE 1-90 ANOS

VARIABLE TOTAL SEROP?SITIVOS RM I 1C 95% p
SEXO =
Hombres 4703 65 1
Mujeres 6902 67.6 1.12 1.04-121 0.004
NIVEL HACINAMIENTO
Bueno 3029 67.9 1 a
Regular 314} 66.8 095 0.85-106 0.36
Malo 5435 65.6 09 082-099 003
INSE'
Bueno 4422 63.0 1 b
Regular 3051 67.8 1.21  1.09-1.33  0.0002
Malo 4132 68.7 1.26 1.15-1.38 <0.001
TIPO DE POBLACION
Rural 4718 66.5 1
Urbana 6887 66.6 1.02  094-1.1  0.702
ESCOLARIDAD*
Bachilleratoy Sup 868 64.6 1 c
Medio 1364 73.5 1.53 127-1.85 <0.001
Primaria 3559 62.2 25 211-295 <0.001
Analfabeta 1224 85.2 312 252-3.88 <0.001

*Solo en individuos >15 afios

! Indice de nivel socioeconémico

2: X' MH tendencia=4.62 p=0.032

b: X! MH tendencis=25.5 p=<0.001
¢: X MH tendencia=175.96 p=<0.00]
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TABLA 5.- ANALISIS MULTIVARIADO DEL EFECTO DE LA EDAD EN

LA SEROPREVALENCIA A EXTRACTO TOTAL

VARIABLE | TOTAL SEROP(:SITIVOS RM 1C95% p
EDAD -
1-5 aflos 886 27.1 1

6-10 afios 1817 47.1 2.4 201-2.85  <0.001
11-15 afios 1817 56.5 3.6 3.05-434  <0.001
16-20 afios 1310 67.3 6.1 5.01-7.34  <0.001
21-30afios 1921 77.6 10.4 8.65-12.55  <0.001
31-40 afios 1365 81.5 13.3 10.83-16.30  <0.001
41-50 afos 931 84.2 16.2 12.84-20.51 <0.001
51-60 aftos 708 88.3 229 17.4-30.32  <0.001
61-70 aflos 474 86.9 21 15.39-28.71  <0.001

>70 afios 376 78.2 1.1 8.30-1492  <0.001

En este andlisls se Incluyeron las variables el sexo, tipo de poblacién, nivel de

hacinamiento y nivel socloeconémico
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TABLA 6.- ANALISIS MULTIVARIADO DE EXTRACTO TOTAL

EN INDIVIDUOS DE 1-90 ANOS

VARIABLE | TOTAL SEROP(:/SITIVOS RM | 1C95% p
Nivel Hacinamiento -
Bueno 3029 67.7 1
Regular 3141 66.8 1.3 1.12-1.42  0.0001
Malo 5435 65.6 14 1.2-1.52  <0.001
INSE
Bueno 4422 63.6 1
Regular 3051 67.8 1.2 1.097-1.36  0.0003
Malo 4132 68.7 14 1232-1.57 <0.001
SEXO
Hombres 4703 65 |
Mujeres 6902 67.6 .12 1.029- 0.0092
1.222
Tipo de Poblacién
Rural 6887 66.6 |
Urbano 4718 66.5 095 0.867- 0.3809
1.056

ﬂ este andlisis se incluyo la variable edad
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TABLA 7.- ANALISIS UNIVARIADO ENTRE LA TASA DE
MORTALIDAD POR CANCER GASTRICO E INFECCION POR H. pylori
EN INDIVIDUOS DE LA REPUBLICA MEXICANA DE 1-90 ANOS

TASA | TOTAL | SEROPOSITIVOS %

25-40 1788 66.8
41-56 5349 65.2
>5.7 4408 68.1

TABLA 8.- ANALISIS REGIONAL DE LA REPUBLICA MEXICANA Y
SEROPOSITIVIDAD A UREASA DE Helicobacter pylori EN INDIVIDUOS
DE 1-90 ANOS

REGION | TOTAL | SEROPOSITIVOS %

1 2997 40.2
2 3002 23.1
3 2746 24.5
4 2860 263

X' =273.4, p=<0.001
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TABLA 9.- ANALISIS MULTIVARIADO DEL EFECTO DE LA EDAD EN
LA SEROPREVALENCIA A UREASA

VARIABLE | TOTAL SEROP?SITIVOS RM 1C95% p
EDAD -
1-5 afios 886 78 1
6-10 aflos 1817 13.7 1.9 1.4-2.5 <0.001
11-15 aflos 1817 207 3.1 244.1 <0.001
16-20 affos 1310 255 42 31585 <0.001
21-30 afios 1921 333 6.2 48-8.1 <0.001
31-40 afos 13065 39.6 83 6.3-109  <0.001
41-50 aflos 931 42 9.1 6.9-12.1 <0.001
51-60 aflos 708 489 119  89-159  <0.001
61-70 afios 474 45 1008 74-13.8  <0.001
>70 aflos 376 436 9.7 69-13.4  <0.001

En este anélisis se inciuyeron las variables el sexo, tipo de poblacién, nivel de
hacinamiento y nivel socioecondmico
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TABLA 10.- ANALISIS MULTIVARIADO PARA RESPUESTA IgG ANTI-
UREASA EN INDIVIDUOS DE 1-90 ANOS

VARIABLE | TOTAL | SEROPOSITIVOS | RM | 1C95% p

%

Nivel Hacinamiento

Bueno 3029 331 1
Regular 3141 29.6 1.09 096-1.22 0.1544
Malo 5435 25.6 1.05 0.94-1.18 0.3788
INSE
Bueno 4422 299 1
Regular 3051 29.2 1 0.89-1.12 0955
Malo 4132 26.9 1.02  09-1.15  0.768
SEXO
Femenino 6902 27.2 1
Masculino 4703 30.8 1.44  132-1.6 <0.001
Tipo de Poblacion
Rural 6887 25.3 1
Urbano 4718 30.1 124  1.12-14  <0.001

L
En este andlisis se incluy6 la variable edad
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TABLA 11- ANALISIS UNIVARIADO ENTRE LA TASA DE
MORTALIDAD POR CANCER GASTRICO Y RESPUESTA A UREASA
DE H. pylori EN INDIVIDUOS DE 1-90 ANOS DE LA REPUBLICA
MEXICANA

TASA | TOTAL | SEROPOSITIVOS %
25-4.0 1788 20
41-506 5349 26.8
>57 4468 344
X? MH tendencia=146.9, p=<0.001 .
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Figura 1.- PROTOCOLO PARA LA TECNICA DE ELISA
ANALISIS CRUZADO PARA ESTANDARIZAR

g 1 0.5ug 0.25ug
I | N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1 12

A B p P M
B B + - M
C
D
E
F
G
H
Placa No. Fecha Observaciones Concentracién de Antigeno: 1.0ug
en columnas 1-4, 0.5ug en columnas 5-8, 0.25ug en columnas 9-12
B = Blanco Carril Ay B dilucién del suero 1:200
P+ = Poza positivo Carril Cy D dilucién del suero 1:400
P-- = Poza negativos Carril E y F dilucién del suero 1:600
M =Muestra Carril Gy Hdilucién del suero 1:800

Figura 2.- CURVA PARA ESTABLECER VARIACION
INTERENSAYO

Tiempo con sustrato
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Figura3.- CURVA DE CORRELACION PARA ESTABLECER
VALOR DE CORTE PARA ELISA IgG EXTRACTO TOTAL

R =0.8578

0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.35

PromedIlo de la absorbancla de los controles negativos més 3 sd (Valor de
corte)

Figura 4.- PROTOCOLO PARA LA TECNICA DE ELISA

{ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [B [P P [M
B B + M
LN
D
E
F
G M |P P
H M + -
Placa No. Fecha Observaciones
B = Blanco

P+ = Poza positivo
P-. = Poza negativos
M = Muestras
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Figura 5.- SEROPREVALENCIA A EXTRACTO TOTAL DE
Helicobacter pylori EN LA REPUBLICA MEXICANA
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Figura 6.- INCREMENTO ANUAL DE SEROPREVALENCIA
POR PERIODOS DE 5 ANOS
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Figura 7.- PROMEDIO DE UNIDADES ELISA PARA
EXTRACTO TOTAL DE H. pylori DE ACUERDO A LA EDAD
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Figura 8.- SEROPREVALENCIA A UREASA DE Helicobacter
pylori EN LA REPUBLICA MEXICANA
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Figura 9.- PROMEDIO DE UNIDADES ELISA PARA UREASA
DE H. pylori DE ACUERDO A LA EDAD
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