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UTILIDAD DE LA PRUEBA DE UREA MARCADA CON C-14 EN

LA DETECCION DE HELICOBACTER PYLORI

HELICOBACTER PYLORI

En 1982 cuando Warren vy Marshall atislaron
exitosamente al Helicobacter pylori de 1la nucosa gastrica
inflamada de humanos y 1o caracterizaron parcialmente (1,2),
el microorganismo fue propuesto come causa de la gastritis
histolégicamente demostrable. Sin embargo, la deteccién
microscopica de bacilos helicoidales en mucosa gastrica se
remonta a casl un siglo atréds, ya que en 1893 en forma
incidental, se encontraron a estos bacilos en los estémagos de
perros (3), posteriormente en ratas y gatos (4). En 1906 ge
descubrieron. pero no se aislaron, microorganismos similares en
pacientes con carclnoma gastrico ulcerado (5): éste fue el
primer informe en humanos, al que le siguieron otros mas. En
1983 MWarren (1) informé el hallazgo de un bacilo curve, no
identificado, en contacto estrecho con el epitelio de biopsias
gastricas que mostraban gastritis ecrénica activa. En un
comunicado adicional, Marshall (2) describi¢ el cultivo de esta
bacterla a partir de biopsias antrales, utilizando las técnicas
para aislar Campylobacter. De aqui que el bacilo recibi6é el
nombre de Campylobacter pyloridis (6), vy fue conocido por un
tiempa como Campylobacter pylori; su nombre actual es el de

Helicobacter pylori (7).



El Helicobacter pylori es un bacile gram negativo,
reurve. o hellcoidal (1) que mide 2.5 um por 0.5 um (2) vy que
tiene cuatro flagelos en uno de sus extremos (2,11). Es
oxidasa y catalasa positivo (10,12). Para su crecimiento
requiere de un medio con almidén, suero o carbén (13). Es

sensible a diversos antimicrobianos incluyendo penicilina G,

eritreomicina, tetracicliina, metronidazol, tinidazol 14
gentamicina y es resistente al trimetroprim con
sulfametoxazol, 4&cido nalidixico y vancomicina (14-17). Es

sensible también a las sales de bismuto y resistente a la
accidn de los bloqueadores H2, carbenoxolona, sucralfato vy

antiacidos (14-15,17,18).

Se Iocallza_por abajo de la capa de moco del estbmago
humano (18) donde se protege del acido géstrico (19-20), al
cual es sensible (21,22). Tiende a agruparse en los espacios
intercelulares del epitelio gastrico verdaderc y en el epitelio
de metaplasia gistrica en el eséfago (eséfago de Barrett) o de
duodeno (23,24). No se encuentra en sangre y excepcionalmente

se ha descrito en otros ¢6rganos de la economia (25-27}).

Diversas investigaciones sobre sus caracteristicas
taxondmicas lo separaron del resto de campylobacters. asi, el
patron unico en la estructura de sus 4acidos grases, sus
caracteristicas de crecimiento, la secuencia de su RNA y de sus
enzimas (28), ¥y su alto contenido de ureasa enddgena son

algunas de ellas. La primera descripcién sobre la presencia



de la actividad de ureasa localizada en estémago fue por Luck y
Seth  (8) en 1924. Estudios en humanos (9) confirmaron una
asociacion entre la presencia de 1la enzima y enfermedad
ulcerosa; finalmente Langerberg (10} detecté al Helicobacter
pvlort como productor de ureasa. Esta propiedad puede tener
ipportantes implicaclones patogénicas y se ha utilizado en el
desarrollo de pruebas diagnésticas para 1la presencfa del
organisme en mucosa gAstrica (29~-30). La ureasa esté
compuesta de dos subunidades de aproximadamente 30-60 Kd, cuyos

genes han sido secuenciades (31-32).

El mecanismo de transmis{én de la bacteria se
desconoce; sin embargo, es probable que ocurra de persona a

persona (33).

HELICOBACTER PYLORI Y ENFERMEDAD ACIDO PEPTICA

Iniclalmente se inform¢ (12) 1la presencia de
Helicobacter pylorit en el 87% de los casos de itlcera péptica,
en el 557% de gastritis y en el 502 de normales. Estudios
posteriores han demostrado que casi todos los sujetos a los
cuales se les aisla Hellcobacter pylori de la mucosa antral,
tienen gastritis histolégicamente demostrable, correlacionando
el numero de bacterias con la intensidad de la gastritis,
especialmente con la gastritis cronica activa (34-41,44). La
gastritis crénica asoclada a Helicobacter pylori se conoce como

gastritis tipo B, con objeto de distinguirla de la gastritis



encontrada en la anemia perniclosa (tipo A) (43).

La gastritis antral se encuentra en una proporcién
‘alta ‘de los pacientes con ulcera gastrica y/o duodenal. El
Hellicobacter pylori se ha encontrado en el antro en >95% de los
:séclentés con Uulcera duodenal, en el 75% de los que. presentan
ulcera gastrica; en el 507% de los sujetos con dispepsia no

ulcereosa y en el 20% de normales (44).

La prevalencia de Helicobacter en la poblacién
normal, aumenta con la edad. Se ha observado, que la raza y el
Erupo étnico son factores que se asocian a una mayor frecuencia
y aparicion a edad mas temprana de la infeccidn por

Hellicobacter pylori en sujetos sanos (42}.

Se han descrito tres patrones de gastritis cronica
activa en pacientes con Helicobacter pylori: 1) Gastritis
eérdnica activa en el antro asociada a mucosa normal. 2)
Gastritis crénica activa dispuesta en "parches"” conjuntamente
con areas que presentan gastritis crénica y areas de mucosa
rormal. 3) Gastritis crénica activa presente en todo el

estomago (21.,39).
ETIOPATOGENIA DE LA GASTRITIS ASOCIADA A HELICOBACTER PYLORI
La relacién etiolégica entre Helicobacter pylori vy

gastritis, se ha confirmado siguiendo los postulados de Koch,

los criterios de Bradford Hill (45) y mediante la detecciéon de



respuestas inmunes relacionadas con infecciédn.

La gastritls asocliada a Helicobacter pylori puede
reflejar la colonizacién de un tejide inflamado por otra causa
] Puede representar una infeccién bacteriana primaria.
Existen argumentos para sostener la teoria de infeccion
primaria: El hecho de que la inoculacién de Helicobacter pyleri
conduje a colonfizacién en cerdos (46-48), y la evidencia de
dos sujetos que fngirieron Intencionalmente Helicobacter pylori
presentando una respuesta {nflamatorla Intensa con neutrofilos
abundantes, primere en el antro y luego en el cuerpo del
egstorago (49-50). En uno 1la infeccion y la inflamacion se
resclvieron esponténeamente. En el segundo, la infeccién se
asocid con hipoclorhidria, ¥y aunque la secreciédn acida se
normalizé, el sujeto presenté gastritis crénica (50). Se ha
sugerido que Hellicobacter pylori puede producir una protefina

capaz de inhibir la funcidén de ceélulaes parietales (51),

La evidencia indirecta que sugiere que el
microorganisme causa gastritis, viene de estudios en los cuales
se admin{straron antibiéticos a sujetos con gastritis asociada
a Helicobacter pylori. Hubo una relaciétn muy clara entre
supresién o erradicacion del microorganisme y resolucion de la
gastritis (3B,44,52,53), Por otra parte, la reacciédn
inflamatoria comc respuesta a ia infeccidén por Helicobacter
pylori, que 1incluye linfocites T y c¢elulas plasmaticas, se
acompaiia de una respuesta humoral intensa con Acs IgA e 118G

(54,55).



Se ha investigado mucho sobre los factores virulentos
que permiten al Hellcobacter pylori escapar de las propiedades
bactericidas del Aacido gastrico, colonizar al epitelio
gastrico, dafiar a2 las células epiteliales e inducir una
respuesta inflamatoria, tales factores Iincluyen: motilidad
{56), presencia de proteasas (57}, fosfolipasas (58), citocinas
(59,60), cltotoxinas (61), Vv ureasa (62-54). Se ha sugerido
que la ureasa protege al Helicobacter pylori del efecco
bactericida del acido (64); otros autores proponen que mejora

la adherencia bacteriana (65).

En términos generales se acepta que Heljcobacter
pylori causa gastritis, sin embargo, existe controversia si la
gastritis por Helicobacter es realmente una enfermedad que
conduzca a sintonmas. v

METODOS DE DETECCION DEL HELICOBACTER PYLORI

Actualmente se cuenta con técnicas directas e
indirectas para la deteccidn de Helicobacter pylori, las cuales
pueden dividirse en cinco categorias: 1)} Examen histolégico, 2)
Cultivo de las biopsias, 3) Examen seroldésgico, 4) Prueba raplda
de ureasa y 5) Pruebas de aliento con urea marcada con isétopos

de carbono,

1) ESTUDIOS HISTOLOGICOS. Se han utilizado las

tinciones de plata de Warthin Starry (35), Gimsa (56),



Hematoxllina-Eosina (12,67), Gram (68) y en mcnor proporcién
las ' sigulentes técnicas y metodos histolégicos: Naranja de
acridina (69}, microscopio de contraste de fases (70) vy

técnicas inmunohistoquimicas (71).

De todas las tinciones utilizadas, 1la de Warthin
Starry es la mejor para i{dentificar al microorganismo; con una
sensibilidad hasta del 907 (35). La menos sensible es la de

Hematoxilina-Eosina (12-67).

Este método tiene la desventaja de requerir un
procedimiento invasivo (panendoscopi{a}) para obtener la blopsia
de mucosa gastrica. Sin embargo, a pesar de la naturaleza
invasiva de 1la endoscopia, este procedimiento, permite la
fdentificacion de enfermedad macroscoépica asociada a

Hel{cobacter pylori, como ulcera péptica o gastritis.

Debido a que existe poca correlacién entre el aspecto
macroscéodpico de !a mucosa y la presencia de gastritis
histolégica el examen endoscédpico no puede usarse para la
deteccion de gastritis (72); por tal motivo cuando el examen
histolégico se usa para identificar Helicobacter pylori, en
forma simultanea puede confirmarse la presencia de gastritis;
por lo tanto, debera emplearse la tincién de Hematoxilina
Eosina para identificar el grado de gastritis y la de Warthin

Starry, especifica para la bacteria.

2) CULTIVO. El aislamiento de Helicobacter pylori



mediante el cultivo de la blopsia de mucosa gastrica, es un
procedimiento complicado, por la naturaleza del microorganismo

¥ por un gran numero de factores dificliles de controlar.

Se han utflizado 1los medios de agar chocolate, de
Skirrow y Skirrow modificado; que tienen una sensibilidad del

77 al 94% (35,73,74).

Este método, combina las desventajas de requerir un
procedimiento invasivo (panendoscopia) ¥y la larga espera para

obtener los resultados.

3) EXAMEN SERCLOGICO. Se han detectado anticuerpos
contra Helicobacter pylori en suerc mediante procedimientos de
aglutinaciéon bacteriana, fijacion de complemento y ELISA . De
estos tres meéetodos, ELISA es el mas recomendable (75,76).

Informdndose una sensibilidad hasta del 94% (34).

Debido a que estas pruebas seroldgicas son
indirectas y dependen de la funcidn del sistema inmunoclogico
del huésped, tienen problemas inherentes. Los individuos en
un estadio inicial de la infeccién, pueden tener niveles no
detectables de anticuerpos, VY una vez que la infeccién se ha
establecido el grado de respuesta con anticuerpos, parece estar
en funcion al numero de microorganismos. Ademas, una vez que
se ha establecido 1la reaccién Ag-Ac, no se resuelve
concomitantemente con la erradicacién de la bacteria; pueden

detectarse bajos niveles de anticuerpes Igé durante varios




afios, después de haberse resuelto la infeccién. Finalmente,
de acuerdo al antigeno utilizado en estas pruebas, pueden

obtenerse reaccliones cruzadas con C. jefuni.

4) PRUEBA RAPIDA DE UREASA. Esta prueba se basa en
la produccidén de ureasa por Hellcobacter pylori; la ureasa
degrada a 1la urea en amonio y bicarbonato resultando en un
incremento del pH en el medio, actividad que puede detectarse

medliante indicadores de pH.

El agar de Christensen se desarrollé en 1946 para la
detecci{dn de ureasa en microorganismos (77). Mc Nulty y Wise
(29) describieron la primer prueba rapida de ureasa para

Helicobacter pylori.

El <CLO test {(Delta West, Perth, Australia Oeste)
disponible comercialmente, es una prueba rapida de ureasa en
agar de Christensen modificado; desarrollada por Marshall (78).
con esta prueba se ha informado una sensibilidad y
especificidad hasta del 1002 , pero disminuyé notablemente

cuande la blopsia se tomod del fondo gastrico (10).

La mayor ventaja de la prueba rapida de ureasa sobre
el examen histolégico y los demds métodos descritos, es la
rapidez con la cual se obtienen los resultados, sin embargo
requiere de panendoscopia, existe el error de muestreo y cuando
l1a biopsia presenta escasos microorgnismoes, puede dar falsos

negativos.



5) PRUEBA DE ALIENTO CON UREA MARCADA CON ISOTOPOS DE

CARBONO.

Este es un m¢todo ne invasivo, comparable con la
biopsia de estémago (quiza superior, ya que evita el error de
muestreos. en la deteccion de Hellcobacter pylori;
relativamente nueva, en términos generales la tendencia es a
utilizar la menor cantidad de radioisétopo, ¥y abreviarla al
menor tiempo pesible, ademas de realizar analisis adecuados que
nos permnitan establecer el punte de corte ¢4ptimo para

considerar a una prueba como positiva o negativa.

Al igual que la prueba rapida de ureasa, las pruebas
de aliento ;on isbtopos, dependen de la actividad de la ureasa
del Helicobacter pylori. La ureasa al romper &4 urea
permite la liberacién de €02, el cual se absorbe y finalmente
se exhala; de esta mancra la degradacisoh gastrica de la urea
marcada con Cl14, puede medirse en el aire espirado. Se han
descrito dos pruebas de aliento basadas en este concepto

(79,80).

Graham vy colaboradores describieron 1la prueba de

allento utilizando urea marcada con Carbono-13 (79).

La prueba de aliento utilizande urea marcada <on
Carbono-14 (C-14) fue descrita por Marshall y Surveyor (80).
Esta prueba tiene las ventajas de no ser invasiva, evita el
error de muestrec en ias biopsias, ademas gque permite seguir al
paciente después del tratamiento.
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La prueba de aliento con urea marcada con <C-14, no
implica ningun riesgo de contaminacién radiocactiva, vya que
seglin la Asociacién Internacional de Energia Atédmica, la dosis
maxi{ima permisible para este isotopo es de 6.6 X ldlmlcrocuries.
mientras que en la prueba se administran unicamente 10
microcuries, dosis menor que la radiacién recibida por wun

sujeto que se somete a un estudio radiolédgico de rutina (81).

Sabemos que la prueba ideal debera detectar al agente
causante sin generar falsos positivos, y por la pobre
correlaclién entre el cuadro clinico y gastritis (82-83), debera
detectar no sbélo al uwmicroorganismo, sino también a la
enfermedad: gastritis histolégica. Hasta el momento,
unicamente mediante el estudio histolégico de 1la mucosa;
estamos capacitados para detectar tanto al Helicobacter pylori

como a la gastritis histolégica.

La dificuitad para definir a la gastritis asociada a
Hellcobacter pylorl de otra manera que no sea por métodos
histolégicos, es un argumento a favor de su utilizaciéon como
estandar de oro, sin oclvidar que es un método Invasivo y tiene
ademas el error de muestreo. Por tal motive las pruebas
alternativas para el diagndstico de gastritis asoclada a
Helicobacter pylori juegan un papel importante en la

investigacion.
ERRADICACION DE HELICOBACTER PYLORI

Entre los nmedicamentos utilizados para erradicar al

11



HelicobaclLer pylori, se encuentran los sigufentes: Las sales de
bismuto, que administradas solas, suprimen al microorganismo,
pero resulta en una erradicacion a largo plazo en un 10% de los
pacientes . (B4). El uso de tinidazol o metronidazol solos,
conducen a resistencia & las drogas en un numero <onsiderable
(53); sin embargo la combinacién de nitroimidazoles con sales
de bismute y otro antibidtico, disminuyen la {ncidencla de
resistencia y los porcentajes de erradicacion alcanzan el 752
(85,86). Algunos investigadores sugieren tratamiento triple
con metronidazol, bismuto y amoxicilina, aunque aun no esta
claro que tal régimen sea mas efectivo que el tratamiento doble
(84,85). Entre los esquemas de tratamiento doble se encuentra
el de subsalicilato de bismuto a la dosis de 2.1 g/dia/é
semanas, asoclado a amoxicilina aplicada en dosis de 2 g/dia/2

semanas.

12



JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dadas las ventajas de la prueba de la urea discutidas
con anterioridad, la atencién se ha centrado en su
estandarizacion Yy optimizacion. Ellio explica esfuerzos
reclentes (el presente entre ellos) dedicados a su validacién
en diferentes medios, 0o a la busqueda de 1la dosis de

radioisétopo y tiempo de seguimiento minfmos necesarios.

Por otra parte, en términos generales se acepta al
Hellcobacter pylori como agente etlolégico de la gastritis tipo
B, se desconoce si este tipo de gastritis es capaz de generar
sintomas, de ahi la necesidad de investigar si existe un cuadro

clinico comin en este tipo de pacientes.

Se ha informado que la erradicacién del bacilo en
paclentes <¢on gastritils crénica activa aso¢lada a Helicobacter
pyiori, resulta en mejoria clinica, endoscoépica, e
histopatolégica, con negativizacién de la prueba con urea
marcada con C-14. ‘Se¢ han propuesto diversos esquemas
terapeUticos para su erradicacidén, por lo que consideramos
importante reproducir estos datos, wutilizando un esquema doble

de tratamiento.

13



OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO:

1) Determinar la utilidad de la prueba de aliento

con urea marcada, en la deteccién de Helicobacter pylori.
OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1) Determinar los signos y sintomas que
caracterizan a los pacientes con gastritis asociada a

Helicobacter pylori.

2) Evaluar la respuesta ciinica, endoscépica,
histopatolégica y mediante la prueba de aliento, posterior a la
administracién de un esquema doble de tratamiento para

erradicar al bacilo.

HIPOTESIS
Para la deteccion de Helicobacter pylori,. la prueba

de aliento con urea marcada con carbono 14 es tan valida como

el estudio histopatoloégico.

14



HMATERIAL Y METODOS
DISERO DEL ESTUDIO:

Es un estudio observacional, transversat,

comparativo, y prolectivo.

Para valorar la respuesta al tratamiento, se incluyé
una fase de seguimliento de pacientes posterior al estudio

transversal.
SELECCION DE LA MUESTRA:

Para determinar la prevalencia de la gastritis
asociada a Helicobacter pylori, previo consentimiento informado
se incluyeron a 105 pacientes de la consulta externa del
servicio de Gastroenterclogia que por la naturaleza Yy magnitud
de su sintomatologia 2acido~péptica ameritaron de estudio

endoscopico.
A) Criterfos de inclusion:
1. Pacientes de ambos sexos.

2. Mayores de 18 afios de edad.

3. Con cuadro sintomatico de dispepslia, incluyendo:
nausea, vémito, agruras, ardor retroesternal, 1llenu-

y eructos.



4. Firmar hoja de consentimiento informado.
B) Criterios de exclusion:

1. Paclentes que hayan recibido durante las 4 semanas
previas al estudio: esteroides, AINES, antibiséticos,

anticoagulantes, amoxicilina ¢ sales de bismuto.
2. Pacientes con coagulopatias.
3. Pacientes alérgicos a la penicilina.
4. Pacientes embarazadas o lactantes.

5. Pacientes con cirugia gastrica previa.
PROCEDIMIENTOS DE EVALUACION:

A) Historia clinica:
Los datos recabados fueron los siguientes:
1) Nombre, registro, edad, sexo.

2) Cuadro clinico: Tiempo de evolucién. Presencia o
ausencia de los sigulentes sintomas: nausea, vomito, agruras,
ardor retroesternal, llenura postprandial, dolor epigastrico,

regurgitaciones y eructos.

3) Examenes generales: BH, @5, EGO, PFH, TP ¥y
plaquetas.

16



B} Panendoscopia:

Estandce el paciente en ayunas, era sometido a
endoscopia esofagogastroducdenal, describiendo los hallazgos y
tomando 2 blopsias de la regidén antral. Las biopsias eran
enviadas a Pateologfa donde se incluian en una capsula,
tififendose una preparacion con Hematoxilina-Eosina y otra con

la técnica de Warthin-Starry.

C) Tineciébn de Hematoxilina y Eosina {(87).

FIJACION: Puede utilizarse cualquler método de fijacioén.

TECNICA: Una vez Incluido el tejido en parafina, se cortan

secciones a 6 micras.

SOLUCIONES:
HEMATOXILINA DE HARRIS

Cristales de HematoXiliNa ...viiirviseasrnssntesarsss + 5.0°8
ALCOROL, OSK . o''eurecneracennaeneasenneans e eaaes - 50.0 ml
Amonio............ et .....:..ﬁ...l.......... 100.0 g
Agua destilada. . . ...t it i it it e e s e 1000.0 ml
Oxido de mercurlo..; .............. e et e 2.5 8

Se disuelve la hematoxilina en el " alcohol, mediante

calor, el amonio en agua. Se mezclan las dos soluciones. La

17



mezcla se hierve rapidamente, se saca del fuego y se le agrega
el oxido de mercurio. Se recalienta hasta que tome un color
morado, aproximadamente 1 min. Se retira del fuego y se
introduce en un depésito con agua fria. La solucion esta lista
para uti{lizarse en cuanto se epnfria. Se pueden agregar 2 a 4 ml

de aAcido acetico a 100 ml de la solucién.
ALCOHOL ACIDO
AlCOhOl 70k . . .. i it e ettt a i e e 1000.0 ml
Acldo clorhidrico concentrado....c..iciiieiiinnenrane 1§.o ml
SOLUCION DE AMONIACO
Agua corr!ente.................................;..... 1000.0 ml |
Amoniaco concentrado......- TN 2'a 3 ml
CARBONATO-DE LITIO SA:URADO
Carbonato de litio ...... ... ..ttt iianinnanenns ) 1.0 g
AUA dESEIlada...cvsrerervensranasertooacaesiseasenas 100.0 ml
SOLUCION DE EOSINA ALCOHOLICA
Eosina Y, soluble en agua ...... s et eac et e 2.0 g

Agua destilada ....... .. ittt e e e ee e 160.0 mi

Joduro de POtasio ........ceeiceiicaesarennsanunsine . 2.0 g



Cristales de I0do .., ....civecnrnorenaroersaroransones 1.0 8
ABUE deStElada ..ei.viunreriiteenenareniartanies.ens. 100.0°ml

SOLUCION DE ALCOHOL IODADO

Cristales de I0dO ......ceuivvrnnenrnneineaensononnene 1078550

Alcohol,95% ..... A St 7 100.0 ml 7

SOLUCION DE TIOSULFATO DE SODIO

Tiosulfato de sodio .......... . ve e m e ;. 5.0 g

ABUS deSEL1ada hevrerrierererirnainianrisnrseareaes 160.0 ml
PROCEDIMIENTO:

t. ¥ilol, alcohol absoluto, alcohol al 95%.

2. Si las secciones estan filjadas con Zenker, tratarlas con
solucién de lugol 10 a 15 min. Lavarlas con agua torriente,
tratarlas con tlosulfato de sodio al 5% durante 5 min. Lavarlas

con agua corriente.

3, Hematoxilina de Harris durante 15 min.

4. Lavar en agua corriente.

5. Introducir rapidamente en alcohol &cido 3 a 10 veces.

Checar en el microscopio (los nucleos deben distinguirse del

fondo claro).
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&. Lavar brevemente en agua corriente,

7. Bafiar en la solucién de amonio o en la de carbonato de
litio saturada hasta que las secciones adquieran color azul

claro.
8. Lavar en agua corriente 10 a 20 min.

9. Tefilr con eosina de 15 seg a 2 min dependiendo del tiempo

de la eosina y de la intensidad del teiflido deseado.
10. Alecohol,95%,
11. Alcohol absoluto (por 1o menos dos cambios}.
12. Xilol (2 cambios).
13. Montar en balsamo.
RESULTADOS: Nuacleo -~ azul

Citoplasma - rosa.

D) Método de Warthin-Starry (87).

FIJACION: Formalina,l10%.
TECNICA: Se cortan secciones de parafina a 5-8 micras.

SOLUCIONES:

AGUA ACIDULADA
un. litro de agua acidulada triple con una solucion
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debil de acido citrico (1% o menos) para llevar la solucién a

un pH de 3.8 a 4.4.

SOLUCION DE NITRATO DE PLATA AL ZXV(Pa;arrev%Iar)
Cristales de nitrato de plata.-..'.............;;.,;l;.. 2.0 g-
Agua acldulada...........................:..).!;f;...ﬁ.ioo.o ml

SOLUCION DE NITRATO DE PLATA AL 1% (Para impregnar)
Cristales de nitrato de pPlata .......v.icvivcninnnnnn 1.0 g
Agua acidulada .................. e, Ce e .. 100.0 ml

SOLUCION DE HIDROQUINONA AL 0.15%
Cristales de hidroquinona  ........... e 0.15 g

AgUa acidulada ... ... il i i i i i i i e 100.0 ml

Gelatina ..........c v e et e e r e e e, 10.0 8
Agua acidulada ................ e e ... 200.0 ml
PROCEDIMIENTO:

1. Pasar las secclones através de xilol, alcohol y agua triple
destilada. Enjuagar dos veces en agua destilada. (Para los
pasos 2 y 3 tomar las secciones con forceps baflados en

parafina).
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2. Colocar en  la Solucidn al. 1% de nitrato de plata a 43 GC

durante .30 ‘min.

- 3. Cubrir las secciones con glfrevelador en el orden dado.

R':EVELADOR
‘Agua acidulada en nitratorderblata al 22 ... e 1.50 ﬁl
Gelatina en agua acidulada al 52 .......... ‘... ........ 3.75 ml
Hidroquinona al 0.1S% . ... .. ... i iiieriineiinnennin 2.0 ml

Las secciones se dejan en el revelador hasta que toman
un ecolor café claro o amarillo. En el microscopio las

espiroquetas se veran negras en fondo café claro o amarillo.
4. fnJuagar'rapidamente en agua caliente (a 5% GC).

5. Enjuagar en agua destilada, deshidratar en pasos susesivos

através de alcohol.
6. Aclarar con 2 cambios de xflol.
7. Montar.

RESULTADOS: Espiroquetas - negras.

Fondo - amarillo a café claro.
E) Prueba de aliento con urea marcada con C-14 (88).

REACTIVOS:
- Urea marcada con C-14
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- ,5°1'A .;-_lcoholif:a__al ’107...

_.59i;73§ Qidré;ldo derHiamin; de Neﬁ Enélana &uclgar; LN‘9 ;Mi
:—'S;I.'Agua—SOI de New England Nucleaf. |

- Sol. indicadora de Timolftaleina al 1%.

En un vasco encerado medir 10 mls de alcohol al 107,

agregar | ml de urea marcada con C-14, que corresponde a 10
b

microcuries y 22.2 x 10 dpm, esta solucién se le da a tomar al

paciente en ayunas.

En un frasco de centelleo se colocan 1.5 mls de
hiréxide de hiamina, i.5 mls de alcohol abscluto, 10 ml de
Agua-Sc0l vy una gota de timolftaleina y atraves de una pipeta
Pasteur se le hace soplar al paciente hasta que la solucidon ha
captado cantidades equimoleculares de C0O2 marcado por efecto de
la hiamina. Estas recolecciones se efectltan a los 5.}5,30 y 60

min.

Los cuatre frascos se pasan a un contador de
emisiones beta junto con el estandar de € marcado con dpm

conecidas, durante 10 ain.

Posteriormente de acuerdo con la lectura que deé a1l
contador de emisiones beta para cada uno de los frasces, se
efectuan los calculos siguientes:

dpm/mmol CO2 (muestra) X 100 X Kg
Excrecion en tiempos-——-~--~------c-mmm e e
dpm administradas.
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PRUEBA DE UREA
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— Negativo ™ Positivo
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Donda:

-dpm/mmol CO2 {(muestra)
-100 factor para porcentaje.
-Kg peso corporal del individuo.

~-dpim administradas= 22.2 x 10‘d§m (de tablas).

Se considera como prueba positiva cuando el resultado

es igual o mayor a 1.6. (88).

En la Grafica 1, ejemplificamos una curva positiva y

otra negativa con determinaciones a 1os S, 15, 30 y 60 min.
EJECUCION DEL ESTUDIO

Una vez seleccionado el paciente, se le solicité su

consentimiento informado, procediéndose’'a efectuar historia

cl;nlca orientada hacia su problema aclido-péptico. Se le
actualizaron sus exdmenes generales, incluyendo tiempos. de
coagulacion. Posteriormente se le di6 cita para estudic
panendoscépico con toma de biopsias, las cuales eran enviadas

al servicio de Patologia para valorar presencia o no de
gastritis cronica activa asociada a Helicobacter pvlori. Al
dia siguiente de la endoscopia se le efectus la prueba de
aliento con urea mdrcada con C-14. Si el paciente resultaba
con biopsia y/o prueba de aliento positiva se le iniciaba

tratamiento con amoxicilina 2g/dia durante 2 semanas Yy
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subsalicilato de bismuto 2.1 g/dla durante & semanas; al final
del tratamiento se sometia nuevamente a evaluacién clinica,
endoscépica con toma de biopsias y prueba de aliento con urea

marcada con C-14.

La evaluacidén endoscopica, histopatologica y mediante
prueba de aliento con urea marcada, se realizaron en forma
ciega, es decir, el endoscopista, el patologo y el quimico,

desconocian la i{dentidad de los paclentes.

ANALISIS DE LOS DATOS

La validacién de 1la prueba de aliento con urea
marcada se efectud mediante el calculo de los valorea de
exactitud, sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo y wvalor predictivo positivo, con sus (espectlvos
intervaleos de conflanza al 95%, considerando como estdndar de

oro a los hallazgos histopatolégicos,

La exploracion de factores predictores de la
presencia de Hellicobacter pylori se realizé por medio de x2

para tablas de contingencia.
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RESULTADROS

Se estudiaron 105 pacientes; 36 hombres y 69 mujeres,
con edad promedio de 53 afos. Todos c<on cuadro sintomatico de
dispepsia: en B85 pacientes se presentd dolor epigastrico, en 32
plenitud postprandial, en 63 agruras, en 29 dolor
retroesternal, en 39 distens{én abdominal difusa y en 44 nausea
y/0 vémito. En la evaluacién endoscéopica: en 36 se presentd
gastritis folicular, en 53 gastritis petequial, en 71 gastritis
antral, en 34 gastritis en cuerpo, en 28 gastritis en fundus,
en 14 dlcera gastrica, y en 7 .ulcera duodenal. En la
evaluacién histopatoldgica: en 85 se presentd gastritis activa

y en 5 cancer.

En funcién a los tres estadndares considerados,
especificamente: a) Tincién de Hematoxillna-Eosina, b) Tincién
de Hematoxilina-Eosina mds respuesta a tratamiento y ¢) Tincioen
de Warthin-Starry, la prevalencia del Helicobacter pylori en el

grupo estudiado oscilé entre el 70% y 74R%. (Figuras 1-3}.

De los 73 pacientes con tincién de Hematoxilina-
Eosina positiva, cuatro tuvieron una prueba de aliento
negativa, dando por resultado una sensibilidad de la prueba del
95% (95% IC: B877%- 987). De los 32 pacientes con tincion
negativa, 12 tuvieron una prueba de aliento positiva,
resultando en una especificidad del 63% (95% IC: 447-79%).

Considerando los 81 pacientes con prueba de aliento positiva,
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PRUEBA DE
14 UREA

TINCION CON
HEMATOXILINA-EOSINA

Posifiva  Negativa

Positiva 69 12

Negativa 4 20

Sensibilidad = 0.95 (0.87-0.98)
Especificidad = 0.63 (0.44-0.7)
VPredictivo(+) = 085 (0.76:0.92)
ViPredictivo(-)= 083 (0.63-0.95)

Exactiud = 085 (0.18:081) .

Prevalencia = 0.70 (0.60-0.78)

Figura 1.



69 tuvlefon tincién de Hematoxilina-Eosina positiva para
Hel {cobacter, dando un valor predictivo positivo de 85% (95%
IC: 76%-92%). De 1los 24 pacientes con prueba de &aliento
negatiQa. 20 tuvieron tincidn negativa, resultande en un valor
predictivo negativo del 83% (95% IC: 63%-9S%). En 89 casos
los resultados de la prueba de aliento y los de la tincitn de
Hematoxilina-Eosina coincidieron, resultando en una

concordancla © exactitud del 85% (95% IC: 76%-917%) (Figura 1).

Se observd que cinco pacientes que habian resultado
biopsia negativos con tinecién de Hematoxilina-Eosina,
presentaron buena respuesta al tratamientoe, por lo que, se
consideraron come verdaderos positivos, en base a lo anterior,
se decidié comparar la prueba de alliento con la tincidon de
Hematoxilina-Eosina y respuesta a tratamiento. De esta manera,
de los 78 paclientes con tinclén de Hematoxilina-Eosina positiva
y buena respuesta a tratamiento, cuatro tuvieron una prueba de
aliento negativa, dande por resultado una sensibilidad de la
prueba del 95% (95% IC: 877%-99%). De los 27 pacientes con
tincién y respuesta a tratamientc negativas, slete tuvieron una
prueba de aliento positiva, resultande en una especificidad del
74% (95% 1C: 547-89%). Considerando los 81 pacientes con
prueba de aliento positiva, T4 tuvieron tincion de
Hematoxilina-Eosina positiva c¢on buena respuesta a tratamiento
para Helicobacter pylori. dando un valor predictivo positivo
de 917% (95% IC: 83%-967). De los 24 pacientes con prueba de

aliento negativa, 20 tuvieron tincién negativa, resultando en
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PRUEBA DE
LA UREA

TINCION CON
HEMATOXILINA-EOSINA
Y TRATAMIENTO

Positives ~ Negativos

Positiva 14 1

Negativa 4 20 -

Sensibilidad = 0.95 (0.87-0.99)
Especificidad = 0.74 (0.54-0.89)
VPredictivo(+) = 0.91 (0.83-0.96)
VPredictivo(-)= 0.83 (0.63-0.95)
Exactitud = 0.90 (0.82-0.95)
Prevalencia = (.74 (0.65-0.82)

Figura 2,



s un valor predictivo negativo del 83% (95% IC:63%-95%). En 94
casos los resultados de la prueba de aliento y 1los de la
tincidn de Hematoxilina-Eosina mas respuesta a tratamiento
coincidieron, resultando en una concordancia o exactitud del

90% (9SSR 1C:82%-95%) (Flgura 2).

De los 76 pacientes con tincidn de Warthin-Starry
positiva, uno tuvo prueba de aliento hegativa, dando por
resultado una sensibilidad de la prueba del 99% (95% IC: 93%~
1007%) . De los 29 paclentes con tincién negativa, seis
tuvieron una prueba de aliento positiva, resultando en una
especificidad del 797 (95% IC: 60%-92%). Cconsiderando leos 81
paclentes con prueba de aliento positiva, 75 tuvieron tincién
de Warthin-Starry positiva para Helicobacter, dando un valor
predictive positivo del 93% (95% IC: 85%-977%). De los 24
pacientes con prueba de aliento negativa, 23 tuvieron tincién
negativa, resultando en un valor predictivo negativo del 96%
(957 IC: 79%-1003). En 98 casos los resultados de la prueba
de aliento y los de la tincién de Warthin-Starry coeincidieron,
en consecuencia la concordancia o exactitud resultd en 93% (957

IC: 87%-97%) (Figura 3).

De los 18 datos clinicos (sexo,. edad, dolor,
plenitud, agruras, pirosis, distensién, nausea, vémito},
endoscépicos (gastritis folicular, gastritis petequial,

gastritis antral, gastritis en cuerpo, gastritis en fundus,

dlcera) e histopatolédgicos (gastritis activa, cancer}, soélo
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PRUEBA DE
LA UREA

Positiva

Negativa

TINCION DE

WARTHIN-STARRY
Posifiva ~ Negativa
B 6 |
L om |

Sensibilidad = 0.99 (0.93-1,00)
Especificidad = 0.79 (0.60-092)
VPredictivo(+) = 0,93 (0.85-0.97)
VPredictivo(-)= 0,96 (0.79-1.00)

Exactitud = 0.93 (0.87-097)
Prevalencia = 0.72 (0.63-0.81)

Figura 3.




tres de ellos resultaron predictivos de la presencia/ausencia
de Hellicobacter pylori, especificamente gastritis activa
{p=0.001), gastritis folicular (p=0.001) y gastritis antral
(p=0.001) (Tabla 1). La gastritis activa, se presentdé en &8
de 76 paclentes del grupo con Helicobacter pylori y en 17 de 29
pacientes del grupo sin Helicobacter pylori. La @gastritis
folicular se detecté en 34 de 76 paclentes del grupo con
Helicobacter pylorl ¥y en 2 de 29 pacientes del grupo sin
Hellcobacter pylori. La gastritis antral, se encontré en 59
de los 76 paclentes del grupo con Helicobacter pylori y en 12

de 29 paclentes del grupe sin Hellcobacter pylori.

De 1los 85 paclentes con biopsia con tincién de
Hematoxlilina-Eosina y/o prueba de urea anormal, se
eliminaron para tratamiento a 3: uno por linfoma gastrico, otra
por tumor neurcendécrino en estdmago Yy uno mas por metastasis
hepaticas vy primario en pulmén. De esta manera, Iecibieron
tratamiento con amoxicilina y sales de bismuto 82 pacientes.
De los 56 pacientes, en quienes la biopsia y la prueba de urea
se normalizaron, 7 persistieron c¢on sintomas, De los 12
paclientes, en quienes 1la biopsia y la prueba de urea no se
normalizaron, 8 continuaron sintomdticos. Sin embargo, 14
pacientes no acudieron a sus estudios de control; 6 eran
foraneos, cuatro no qQuisieron someterse a nueva panendoscopia

¥y 4 no cumplieron con el tratamfento.
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PRESENCIA/RUSENCIA DE H.PYLORI
- VALOR PREDICTIVO DE 18 FACTORES -

N

WARTHIN-STARRE(+)  WARTHIN-STARRY(}

FACTOR e 1nd VALOR ‘P
$EX0 LT 78y 151
DOLOR (L] Bal% 0628
PLENTTUD L an 0458
AGRURAS T 8% 0158
PIROSIS 000% 11 048
DISTENSION 0% a%% 03
NAUSEANOMITO : 64% a53% 01
GASTRITIS ACTIVA Ba% HET ol
GASTRITIS FOLICULAR Hn% B0% 0l
GASTRITIS PEYEQUINL 0o0% Sl 0
GASTRITIS ANTRAL 131 038% 00
GASTRITIS EN CUERPO HL) 1M % ALY
GASTRITIS EN FUNDUS 150% LT 05
ULCERA 1% 0¥ G
ULCERR GASTRICA - L] 1% il
ULCERA DUODENA: 9% MY 0
CANCER 5% 164% T
EDAD SR 1Y 525941696 032

Tabla L.



~DISCUSION

La prueba de aliento con urea marcada es un método
sencillo v no invasivo que nos permite detectar la presencia de
Helicobacter ' pylori, Vcon una sensibilidad del 99% y una
especificidad del 79%, resultados obtenidos en este estudlo,
acordes con 1o informado en la literatura (80). Asimismo, una
prueba de aliento poslitiva coincide con la presencia de la
bacteria en un 937 y una prueba de aliento negativa, coincide
con sSu ausencia en un 96%. Estos dos valores deben ser
tomados con cautela, vya que varfan en funcién a la prevalencia
de Helicobacter pylori en los diferentes grupos de pacientes.
La prevalencia de Helicobacter pylori en el estudio esta
inflada dado que los primeros 21 .pacientes ingresaron al
estudio con la condicién de tener tineién con Hematoxilina-
Eosina positiva para Helicobacter pylori. Excluyendo estos 21
pacientes y considerando que los demds fueron consecutivos, la
prevalencia esperada seria de 66%, y los valores predictivos
positivo ¥y negativo resultantes serian de 902 vy 100%,
respectivamente. Por todo lo anterior, se justifican los
esfuerzos para tratar de estandarizar dicha prueba con la dosis
de radiolsdtopo y tiempo de seguimiento minimos necesarios, lo
cual haria mas seguro a este método, permitiéndonos su
utilizacion en el escrutinic de paclentes con sindrome

dispéptico v en estudios epidemiologicos.
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Encontramos 6 pacientes con biopsia antral negativa y prueba de
aliento evidentemente positiva. A diferencia del estudio de
Marshall en el cual no se obtuvieron pryebas de aliento falsas
positivas, en este estudio se tomd menor numero de biopsias,
por lo que probablemente se requiera mayor nimero de biopsias
para establecer el dlagnédstico histoldégico de Helicobacter
pylori. Asimismo, se ha informado que aproximadamente el 10%
de los paclentes c¢on Helicobacter pylori, Gnicamente presentan
al microorganismo en las biopsias de fondo géstrico, por lo que
el hecho de tomar biopsias de ese sitioc, quizd reduzca el

numerc de falsos negativos (89).

En este estudlio sdlo una paciente presenté biopsia
antral positiva y prueba de aliento negativa; es probable que
esta paclente haya ftngerido antibidtico, va que presentaba
cuadros recurrentes de Infeccién en vias urilnarias; sin
enmbargo, en el analisis retrospectivo de su expendiente no se
encuentra consignado ningun tratamiento con antibldticos y en
el iInterrogatorio directo que se le efectuo, nego tal

antecedente.

Debe considerarse que la solucién con urea marcada
cubre grandes aAreas del estomago y por tal moetive es posible

que la prueba de urea sea mAs sensible que la biopsia.

Coincidimos con otros autores {80,89) en que dada ia
alta sensibilidad y especificidad de la prueba de aliente <con

urea marcada para el diagndstico de Helicobacter pylori,
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comparada con la biopsla antral y considerando que la
enfermedad puede ser focal (21,39) con bilopsias falsas
negativas; la prueba de aliento puede ser superior a la biopsia
con fines diagnésticos y comoc método de seguimiento, resultando

ademds superior en cuanto a sencillez, riesgo y costo.

En la validacién de una prueba dilagnostica es
importante utilizar un estandar de oro adecuado. La prueba de
la urea resultd nmencs sensible y especifica (95% y 63%
respectivamente), cuando se comparéd con la tincién de
Hematoxilina-Eosina (Figura 1), resultado evidente, ya que esta
tincién no es la adecuada para la bacteria, dando por resultado
muchos falsos negativos y también falsos positivos. Estos
resultados mejoraron cuando se compard con ia misma tincién
pero ademds sSe tomd en cuenta la respuesta al tratamiento,
obteniendo una sensibilidad del 957 y una especificidad del
74%; paralelamente a lo anterlor, tampoco constituye un
estandar adecuado por los motiveos sefialados respecto a la
tinclén y la dificultad para hacer una evaluacién clinica
objetiva. Es evidente que los resultados de la prueba mejoran
cuande se wutiliza el estédndar adecuade, en este caso, la
tincidn de wWarthin-Starry, dando una sensibilidad del 99% y una

especificidad del 78%.

Clinicamente resulta dificil diferenciar a los
pacientes con enfermedad acido-paptica asociada a Helicobacter
pylori de aquellos que no tienen dicha bacteria, éste es un
hecho {informado en otros estudios (90), vy coincide con el
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presente trabajo en el cual no se encontraron diferencias entre
el cuadro clinico de 1los pacientes con infeccioton por

Helicobacter pylori y el de los pacientes sin ella.

En esta investigacién sélo se incluyeron 14 pacientes
con  Ulcera gastrica y 7 con Ulcera duodenal, manteniéndose la
presencia de Helicobacter pylori en la proporcién de 64X y 867
respeétivamente. confirmando los resultados de la 1literatura

{12,49,91).

Por otra parte, no hubo relacién en cuanto al sexo,
ni tampoco se encontréd diferencia significativa respecto a la

edad, datos que concuerdan con Qtros autores (92).

Es {mportante seflalar en relacién a los factores
predictores de la presencia/ausencia de Helicobacter pylori con
slgniflicancia estadistlica, <que la gastritis activa resulté con
un valor predictivo positivo del 80%; esto es, existe una
probabllidad del 80% de que un paciente con gastritis activa
tenga Helicobacter pylori, por otro lade, su valor predictivo
negativo fué del 60K, esto significa que aunque el paciente no
tenga gastritis activa, existe un 40% de probabllidades de que
exista Hellcobacter pylori. De igual manera ocurre con la
gastritis antral, cuyo valor predictivo peositive es de 837,
pero su valor predictive negativo es de 503, lo cual significa
que el hecho de no tener gastritis antral, no excluye la

presencia de Hellcobacter pylori, ya que el riesgo de tenerlo
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es del 50%. Finalmente, la gastritis folicular con un valor
predictivo positivo de 94%, es decir predice muy bien la
presencia de Helicobacter pylori, pero su valor predictivo
negativo es muy bajo (39%), 1lo cual significa que el hecho de
no tener gastritis folicular, no excluye 1la presencia de
Helicobactar pylori. En resumen, la presencia de estos tres
signos concuerda en una proporcion alta con la presencia de
Hel icobacter pyilori., Sin embargo, su ausencla no es
predictiva de ausencia de la bacteria, lo cual limita el valor
de estos signos histolégico y endoscoépicos en funcién a su

prevalencla.

Respecto a la erradicacién de la bacteria con el
esquema doble wutllizado, obtuvimos una respuesta del 82%
incluyende unicamente a les pacientes que concluyeron su
estudio. En este trabajo, de S6 paclentes sintomaticos con
blopsia y/0 prueba de aliento positivas en quienes se
normalizaron tanto la biopsia como la prueba de urea, posterior
al tratamiento, unicamente el 127 persistieron con
sintomatologia dispéptica, por 1o que creemos al igual que
otros autores gque la presencia de Helicobacter pylori no es
casual y por lo tanto el paciente con dicha sintomatologia vy
que se le documenta la presencia de Helicobacter pylori, debe

recibir tratamiento para la erradicacion de la bacteria.
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CONCLUSIONES

1. La prueba de aliento con urea marcada es un método sencillo
¥y no {nvasivo para detectar la presencia de Hellcobacter
pyvlori, con una sensibilidad del 99% y una especificidad del

79%.

2., No se encontrd un cuadro clinico caracteristico del paciente
con gastritls asociada a Hellcobacter pylori. Unicamente dos
datos endoscédpicos (gastritis follcular y gastritis antral) y
uno histopatolodgico (gastritis activa), resultaron
estadisticamente significatives come predictores de ta
presencia de Helicobacter pylori; sin embargo, cabe sefialar que

su ausencia no es predictiva de ausenclia de la bacterlia.

3. Con el esquema doble {amoxicllina y sales de bismuto}
utilizado durante 6 semanas, se obtuvo una respuesta del 82%
(56 pacientes) con normalizacién de la bilopsia y de la prueba
de aliento; de éstos el 12R (7) permanecieron sintomaticos.
En el 18% (12) la biopsia y 1la prueba de urea no se

normalizaron, persistiendo sintomaticos el 674 (8).
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