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Justificacion y Objetivo: En Costa Rica el cancer géstrico es una de las malignidades mads frecuentes y de la ma-
yor mortalidad y otros estudios han encontrado asociacién entre este y el Helicobacter pylori. Esta bacteria es ca-
paz de producir sustancias que alteran la mucosa gastrica, antigenos que han sido reconocidos por medio del
Western-blot. El propésito de este trabajo fue realizar, por primera vez en nuestro pais, un estudio de anticuerpos
IgG-anti H. pylori por medio de Western-blot y lograr identificar los tipos de antigenos contra los cuales se desarro-
lla la respuesta inmunoldgica. Para ello se utilizaron sueros y cepas de H. pvlori aisladas de pacientes costarricen-
ses. Asimismo, se compararon los resultados obtenidos del Western-blot con una prueba de ELISA para determinar
la sensibilidad y especificidad diagnéstica, utilizando come referencia el estudio histolégico de biopsia géstrica,

Meétodos: Se obtuvieron muestras de biopsia gdstrica y suero de 83 pacientes referidos al Servicio de Gastrosco-
pia del Hospital San Vicente de Paiil, Heredia. A cada uno se le realizé estudio histolégico de biopsia gastrica y
de anticuerpos IgG-anti H. pylori, por los métodos de ELISA y Western-blot.

Resultados y Conclusiones: Por Western-blot se observaron bandas de proteinas de diferentes pesos molecula-
res, con un predominio de antigenos de H. pylori de bajo peso molecular. El Western-blot y el ELISA presenta-
ron sensibilidades diagnésticas del 89% y el 88% y especificades diagndsticas del 73% y el 71%. respectivamen-

te, comparados con el estudio histolégico.
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Introduccion

La deteccion de H. pylori es fundamental por ser la causa mas
importante de gastritis cronica."* Ademds es el factor etiolégico
mds importante en la formacion de dlcera duodenal®’ y dlcera
gistrica.**"" Probablemente participa en la patogénesis del cin-
cer gdstrico,""" malignidad que causa la mayor mortalidad por
cdncer en Costa Rica, por lo que el estudio de H. pylori es muy
importante en nuestra poblacién.

Actualmente se ha demostrado que esta bacteria infecta la mitad
de la poblacidn de los Estados Unidos.* En Costa Rica se descri-
bié por primera vez en 1988 y se ha reportado su presencia en
un 70% de los pacientes con gastritis, en el 90% de los pacien-
tes con ulceras pépticas y en el 20% de los pacientes asintoma-
ticos con cdncer.™!
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H. pylori es capaz de elaborar diferentes sustancias que ac-
tdan sobre la mucosa géstrica, dafidndola e influyendo en la
patogénesis de la enfermedad. Algunas cepas producen una
toxina vacuolizante™ que ha sido purificada y caracterizada
como la Vac A y otra proteina cuyo gen se ha denominado
Cag A2*

Las cepas que presentan la toxina Vac A y la proteina del gen
Cag A se denominan tipo I y las que carecen de éstas son lla-
madas tipo I1.7*

La presencia de la protefna Vac A de peso molecular de 84 y
89 kDa y la de Cag A de peso molecular de 120-140 kDa es-
tdn relacionadas con el potencial de H. pylori de producir da-
fio géstrico.” De las personas que se encuentran infectadas
con H. pylori y solo en una proporcién de ellas se pueden re-
conocer consecuencias clinicas de la infeccién: ademds algu-
nos pacientes son asintomdticos, mientras otros desarrollan
enfermedad gastrica 0 duodenal.** Una posible explicacién a
esto podria ser la heterogeneidad que presentan las cepas de
H. pylori, ya que solo del 60% al 80% de estas cepas expre-
san la proteina Vac A. ™

Actualmente se han logrado identificar algunos otros antige-
nos de H. pylori, entre los Que se encuentran las flagelinas de
56 y 57 kDa,” las subunidades de ureasa de 31 y de 61 a 66
kDa,30-31 una lipoproteina de membrana de 29 kDa*** po-
rinas de 31, 48, 49, 50, 67 y 90 kDa*¥ y el factor activador
de neutréfilos de 150 kDa.*

Se han desarrollado varios métodos serolGgicos para la detec-
ci6n de H. pylori,” siendo el ELISA el mds sensible y mds uti-
lizado. ™ Este es un método diagnéstico sencillo y rdpido que
posibilita la realizacién de estudios epidemiolégicos permi-
tiendo obtener resuliados cuantitativos y estableciendo distin-
tos valores de positividad para diferentes grupos pobla-
cionales.”

El aislamiento, la identificacién y la purificacién de antigenos
especificos han permitido desarrollar varios sistemas de
ELISA, algunos de los cuales han sido incorporados a juegos
de reactivos comerciales disponibles,”*' que tienen una sensi-
bilidad y especificidad clinica superior al 90% y su valor ya ha
sido comprobado en investigaciones seroepidemioldgicas.™

El reconocimiento serolégico de la Cag A, por medio de inmu-
noensayos enzimadticos. se ha convertido en un indicador im-
portante altamente especifico de infeccién por cepas de H.
pylori tipo 1.** Asimismo, la presencia de la proteina Vac Ay de
anticuerpos dirigidos contra ella estd altamente asociado con
un aumento en el riesgo de desarrollar una tlcera péptica.”**+*

El propdsito del presente trabajo fue llevar a cabo un estudio
de anticuerpos IgG-anti H. pylori por medio de Western-blot,
por primera vez en Costa Rica, para identificar los tipos de
antigenos que desarrollan respuesta inmunolégica, utilizando
tanto sueros como cepas de H. pylori aisladas de pacientes
costarricenses.
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Asimismo, se compararon los resultados obtenidos del Wes-
tern-blot con una prueba comercial de ELISA, y se determi-
no la sensibilidad y especificidad diagnéstica de ambas prue-
bas serologicas utilizando el estudio histologico de biopsia
géstrica como referencia o regla de oro.*

Materiales y Métodos

Muestras: se utilizaron sueros obtenidos por venopuncidn
con material descartable de 83 pacientes referidos al Servicio
de Gastroscopia del Hospital San Vicente de Pail, Heredia.
Todos los pacientes incluidos en el estudio dieron su consen-
timiento para participar en la investigacién, que conté con la
aprobacién del Comité de Etica del Hospital. A cada pacien-
te se le realizé un andlisis histologico de 4 biopsias de antro
gastrico donde se buscé la presencia de H. pvlort y un estu-
dio de anticuerpos IgG-anti H. pylori por un método comer-
cial de ELISA y por Western—blot.

Estudio histolégico: el estudio histolégico de las muestras se
llevé a cabo en el Servicio de Patologia del Hospital México,
usando la tincién de hematoxilina—cosina y azul de touilidi-
na, que permite identificar al H. pylori, como parte de la ruti-
na de trabajo del servicio.

Método de ELISA comercial: se utiliz6 segun las recomenda-
ciones de la casa comercial, un juego de reactivos de [gG H.
pylori Milenia de la DPC Biermann GmbH.*

Método de Western-blot: se empleo el equipo Mini Protean II
de Bio Rad. segiin el procedimiento utilizado en el Centro In-
ternacional de Investigacién y Adiestramiento Médico
(ICMRT).”” Se utilizaron marcadores proteicos de peso mo-
lecular de Bio Rad (Broad Standard) y como antigeno un so-
nicado crudo de 41 cepas de H. pylori aisladas en Agar San-
gre {Columbia) y sonicadas en solucién salina hasta su com-
pleta lisis, cepas obtenidas previamente de biopsia gdstrica de
los mismos pacientes estudiados por serologia. Este extracto
se corrid en un gel de acrilamida al 10% transfiriéndose a ni-
trocelulosa, la cual se puso en contacto con el suero del pa-
ciente, y la reaccidn se reveld por un método enzimdtico. Las
bandas obtenidas se compararon con un patron de migracion
protéica de H. pvlori por Western-blot de la DPC Biermann
GmbH para la identificacion respectiva de pesos moleculares,

Resultados

De las 83 muestras analizadas. 61 de ellas presentaron biop-
sia positiva por H. pyvlori, mientras que 22 fueron negativas.

En el Cuadro 1 se anotan las bandas de pesc molecular mds
frecuentes encontradas en los 83 pacientes estudiados por
IgG-anti H. pvlori por Western-blot. Los anticuerpos mds fre-
cuentes (37 pacientes: 45% ) se observaron contra antigenos
de peso molecular de 10.6 v 11 kDa. siendo proteinas de
H. pviori que ain no han sido descritas v caracterizadas en in-
munoelectrotransferencias. Le siguen en orden de frecuencia
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Cuadro 1
Pesos moleculares mds frecuentes de antigenos de
H. Pylori determinados en 83 sueros por el método de

Western-blot
N° de % Peso Proteina
muestras molecular
KDa
37 45 10,6y 11 No identificada
34 41 47,50y 67 Porinas (proteinas de superficie)
31 37 32,60y 63 Subunidades de ureasa
25 30 34y 35 No identificada
25 30 56 Flagelina
14 17 40 y42 No identificada
16 20 12y 13 No identificada
8 10 7 Ureasa
8 10 84y 89 Vac A (toxina Vacuolizante)
6 7 8y9 No identificada
5 6 120 Cag A (Gen asosicado a la

citotoxina)

Cuadro 3
Sensibilidad y especificidad diagnostica de ELISA y
Western-blot en la determinacién de IgG anti H. Pylori

Método Sensibilidad Especificidad
diagnosticada* diagnosticada®
Elisa 88% 1%
Western- 89% 73%
blot
a: Sensibilidad diagnosticada: Verdaderos positivos x 100
Verdaderos + Falsos
Positivos Negativos
b:Especifidad diagnosticada: Verdaderos negativos % 100

Verdaderos + Falsos
Negativos Positivos

(41%) las bandas de peso molecular de 47, 50 y 67 kDa co-
rrespondiendo a porinas y proteinas de superficie de la bacte-
ria.* Bandas de 32, 60 y 63 kDa caracterizadas como subuni-
dades de ureasa 30-31 se presentaron en el Western-blot de 31
(37%) pacientes y otros 25 (30%) mostraron en el Western-
blot bandas de 56 kDa correspondientes a la flagelina bacte-
riana.” Asimismo, 25.(30%) pacientes presentaron en el Wes-
tern-blot bandas de 34 y 35 kDa y 14 (17%) pacientes bandas
de 40 y 42 kDa en su Western-blot, proteinas atn no identifi-
cadas. Ocho (10%) pacientes presentaron en el Western-blot
reaccién antigénica contra una banda desconocida de 71 kDa.

El Cuadro 2 muestra los resultados obtenidos por el método
serolégico de ELISA y con el Western—blot. El Cuadro 3 pre-
senta los valores de sensibilidad y especificidad diagndstica
del ELISA y del Western—blot, al compararlo con el estudio
histolégico.

Cuadro 2
Estudio serolégico de 83 sueros para IgG anti H. Pylori
por los métodos de ELISA y Western-blot

Prueba N° de muestra N° de falsos
Positivas Negativas Positivos  Negativos

Elisa 63 20 132 "

Western- 63 20 14* 12

biot

a: 4 pacientes con tratamiento previo
b: 6 pacientes con ratamiento previo

Discusion

La serologia ha encontrado su principal aplicacién en los es-
tudios epidemiolégicos y ha servido para conocer la preva-

lencia de H. pylori en varias poblaciones e investigar factores
de origen geogrdfico, la situacién socioeconémica, los ante-
cedentes étnicos y la edad.™

En el Cuadro | estdn anotadas las bandas de diferentes pesos
moleculares mds frecuentes encontradas en la prueba serolé-
gica de Western-blot. Cada una de ellas corresponde a los an-
ticuerpos tipo IgG presentes en los sueros de los pacientes
que reaccionaron ante la presencia de las diferentes proteinas
del H. Pvlori.

Contra la banda de 120 kDa descrita como el Cag A, gen aso-
ciado a la citotoxina,”* mostraron anticuerpos unicamente 5
pacientes (6%), y contra la proteina de 84 y 89 kDa denomi-
nada Vac A,” unicamente dieron reaccidn inmunoldgica 8 pa-
cientes (10%). Esto hace pensar que la mayoria de las cepas
de H. pylori aisladas de los pacientes probablemente sean
tipo I, ya que muy pocas muestras evidenciaron presencia de
anticuerpos tipo IgG contra las proteinas Cag Ay Vac A, y
ninguno presentd ambas bandas de peso molecular simultd-
neamente.

Al comparar los resultados obtenidos con las muestras de sue-
ro estudiadas serolégicamente por ELISA y Western-blot. se
pueden observar resultados semejantes entre ambos métodos.

De las de 14 muestras negativas por biopsia con resultado po-
sitivo para Western-blot, 6 de ellas pertenecen a pacientes que
recibieron tratamiento previo con antibidticos contra H. pylo-
ri, por lo que presentaron resultado positivo. De las 13 mues-
tras negativas con resultados positivos para ELISA. 4 de ellas
también pertenecen a pacientes que recibieron tratamiento.
Por lo tanto estas 10 muestras no deben ser considerados co-
mo resultados falsos positivos verdaderos. pues es de esperar
que dieran resultado negativo en el estudio histologico.

De los falsos negativos por ambos métodos serolégicos. se
podria suponer que se trata de pacientes recién infectados. La
presencia de falsos positivos por serologia podria obedecer a
reacciones cruzadas o al efecto de parche. debido a la distri-
bucién desigual del H. pyvlori en la mucosa gidstrica
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El método de ELISA como ¢ de Weastern-blot presenta sen-
sibilidad y especificidad diagndstica semejantes, siendo la
sensibilidad mayor que la especificidad, por lo que se obser-
va mayor namero de falsos positivos. Sin embargo, para este
cdlculo se excluyeron las 10 muestras cuyos pacientes habfan
recibido tratamiento. Algunos autores han informado la espe-
cificidad y la sensibilidad de las pruebas de ELISA comercia-
les superiores al 90%,**' més altas que las obtenidas en nues-
tro estudio,

En las diversas técnicas seroldgicas, como ELISA y el
Western—blot, desarrolladas para la deteccién de anticuerpos
especificos contra H. pylori se han empleado diferentes pre-
paraciones antigénicas, incluyendo organismos vivos, bacte-
rias tratadas con formalina, sonicado bacteriano, tratados con
calor, ultracentrifugado de sonicados bacteriano, antigenos
termoestables, extractos antigénicos con glicerina dcida, pre-
paraciones de ureasa bacteriana, antigeno de citotoXina, pro-
tefnas celulares de alto peso molecular y proteinas de mem-
brana externa.®

Con objeto de que la técnica sea lo mds sensible y especifica
posible, el antigeno usado debe contener componentes com-
partidos por la mayoria de cepas de H. pylori, sin mostrar
reacciones cruzadas con otros antigenos bacterianos. La in-
troduccién de antigenos mds puros reduce la aparicion de
reacciones cruzadas y mejora la especificidad de la técnica.

A pesar de la alta especificidad aportada por estos antigenos
parcial o altamente purificados, su empleo individual puede
conllevar algunas desventajas, principalmente debidas a la re-
duccién del nivel de sensibilidad del método.®

Si bien fa composicién del antigeno ideal todavia no ha sido de-
terminada, parece razonable pensar que la combinacién de dos
0 mds antigenos purificados podria considerarse adecuada.®

En este estudio se utilizé un antigeno completo de H. pylori
para llevar a cabo la inmunoelectrotransferencia y ensayo en-
zimdtico, ya que se preparé un sonicado de 41 cepas de las
bacterias previamente aisladas, de los mismos pacientes a
quienes se les realizé el estudio serolégico, Cabe recalcar que
en este estudio solamente se trabajé con un extracto crudo so-
nicado y que posiblemente si se utilizara un antigeno mds pu-
rificado se obtendr{a una mayor sensibilidad y especificidad
de la prueba, pero al ser el primer estudio que se realiza en
Costa Rica con esta metodologia para estudiar H. pylori, con-
sideramos que los resultados obtenidos son muy prometedo-
res y deberia intentarse la estandarizacién de la metodologia,

A pesar de que en el ELISA comercial se usaron cepas de H.
pvlori ajenas a nuestro medio, los resultados del desempefio
clinico fueron muy semejantes a los obtenidos por Western-
blot.

Si bien la aplicacién de la serologia aporta ventajas al diag-
ndstico y al mejor conocimiento a nivel epidemioldgico de la
infeccién por H. pvlori, la interpretacién de los resultados
obtenidos mediante procedimientos serolégicos debe ser

22 AMC, marzo 2000, vol 42 (1)

cautelosa y acompaiiarse de la historia clinica del paciente. Se
recomienda realizar un estudio histolégico de biopsia géstri-
ca para un adecuado diagnéstico de la presencia de H. pylori
en la mucosa gastrica.

Abstract

Background and aim: In Costa Rica the gastric cancer is the
malignancy that produces more deaths. In other studies their
pathology it has been associated with Helicobacter pylori.
This bacteria is able to produce substances that alter the gas-
tric mucosa, antigens that have been caracterized by Western-
blot. The purpose of this study was to performed for the first
time in our country a study of IgG-anti H. pylori by Western-
blot to identify the antigens that induce an immune response,
using sera and strains of H. pylori isolated from Costa Rican
patients. Also the results obtained by Western-blot were com-
pared with an ELISA test to determine the clinical sensibility
and specificity using the gastric biopsy as reference.

Method: Samples consisted of gastric biopsies and sera from
83 patients refered to the Endoscopy Service of the San Vi-
cente de Paul Hospital, Heredia. To each patient a histologic
study of gastric biopsy was realized and antibodies study of
IgG anti H. pylori by ELISA and Western-blot.

Results and conclutions: In the Western-blot protein bands
of different molecular weight with a predominance of H. py-
lori antigens of low molecular weight were observed. The
Western-blot and ELISA had a clinical sensitivity of 89% and
88% and a clinical specificity of 73% and 71% respectively.
when compared with the histology.
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