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FuNDAMENTO. E1 dbjetivo del estudio es evaluar la técnica
de deteccidn del antigeno de Helicdbacter pylori en
heces (HpSA), y comparar los resultados con los de las
técnicas standard (prueba del aliento con **C-urea,

serologia, cultivo y estudio histolégico), en una pdblacién

de pacientes pedidtricos con sintomatologia
gastrointestinal sugestiva de infeccién por H.pylori .
PACIENTES Y METODOS . Se estudiaron 60 pacientes
pedidtricos atendidos en el Servicio de Gastroenterologia
por manifestar sintomas de dispepsia. Ninguno referia
haber tomado antibidticos, inhibidores de la bomba de
protones, ni compuestos con sales de bismuto. A todos
ellos se les realizd la prugma del aliento oon **C-urea, una
determinacién de IgG anti-H.pylori, se les practicd una
endoscopia gastrointestinal con la finalidad de cbtener
muestras para estudio histoldgico, prueba de la urea
inmmediata y cultivo micrdbioldgico, y se les recogid una
muestra fecal para estudiar la presencia de antigeno de
H.pylori.

ReEsunTaDOS . Cuarenta y siete de los 60 pacientes
estudiados mostraron estar infectados por H.pylari. En
todos se aisld el microorganismo del cultivo y la prueba
del aliento fue positiva. En 45 de ellos se positivizd la
prueba HpSA (95,7%) . No hubo ningin falso positivo de
esta técnica.

ConcLUsIONES. La prueba HpSA ademds de la buena
sensibilidad (95%) y especificidad (100%) que ha
manifestado en este estudio, aporta ventajas sobre las
otras técnicas no invasoras, por su sinplicidad en la
dbtencién de la muestra, realizacidn de la técnica,
rapidez en la dbtencidn de los resultados y bajo coste
econdmico, al compararlo con el elevado coste de la
prueba del aliento.

Palabras clave: Helicdbacter pylori, antigeno H.pylori en
heces, pacientes pedidtricos.
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Helicobacter pylori infections: antigen detection in stool samples

BackcrouND. The aim of this study is to evaluate a new
diagnostic test to detect Helicdbacter pylori antigen in
stool samples (HpSA), and compare the results with
those obtained by standard techniques (rapid urease
test, culture, histological examination of gastric bicpsy
specimens, '3*C-urea breath test and serology), in a
paediatric population with gastrointestinal
symptomatology.

PATIENTS AND METHODS. Sixty patients with dyspeptic
symptoms (37 females and 23 males; mean age 10.9
years) attending the Gastroenterology Service were
included in the study. Exclusion criterium was previous
treatment with proton pump inhibitors, bismuth
compounds or antibiotics. Rapid urease test, culture and
histologic study of gastric bicpsies, '*C-urea breath test
and serology, as well as HpSA, were performed to all
patients.

ResuLTs . Forty seven patients were considered infected
by H.pylari on the basis of bacterium isolation and *3C-
urea breath test positivity. HpSA was detected in 45 of
the 47 H.pylori positive patients (95.7%). There were no
HpSA false positive.

ConcrusIion. Our results show that this new test is highly
sensitive (95%) and specific (100%) for detection of
H.pylory infection. It has some advantages over other
non invasive thecniques: it is easy to perform, requires
no blood samples and its cost is lower than that of *3C-
urea breath test.

Key words: Helicdbacter pylori, H. pylori stool antigen,
pediatric patients.

Introduccion

La presencia de bacilos espirilares en el epitelio gastri-
co se conoce desde finales del siglo pasado, al visualizar-
se en material procedente de autopsias, pero no fue hasta
1983 cuando Warren y Marshall observaron estas bacte-
rias gramnegativas en biopsias de pacientes con gastritis
crénica activa, logrando su aislamiento en 1984, y consi-
deraron su posible implicacién en patologia gastrointesti-
nal'.

La alta produccion de ureasa de esta bacteria crea a su
alrededor un microambiente alcalino que le protege de la
acidez gastrica, a la que es sensible, permitiendo su ins-
tauracion y persistencia en la mucosa gastro-duodenal.
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Estos organismos, en principio, se incluyeron en el
género Campylobacter por su forma espirilada y su con-
tenido en guanina + citosina (G+C), pero actualmente se
les clasifica como Helicobacter pylori.

Se acepta a H.pylori como agente etiolégico de la gas-
tritis activa y crénica tipo B del hombre, asi como su
implicacién en las tlceras pépticas y como cofactor en la
patogenicidad de la ulcera y el carcinoma gastrico tipo
MALT en adultos?, desempefiando también un papel
importante en la patologia gastrointestinal infantil®.

A pesar de los muchos estudios publicados sobre la epi-
demiologia de este microorganismo, contintian persis-
tiendo muchas lagunas por esclarecer. El nicho ecolégico
parece estar limitado al estémago humano, donde puede
persistir durante meses y probablemente afos, lo que
hace suponer que el principal reservorio sea el hombre.
Es conocida la mayor incidencia de pacientes infectados
entre familiares de nifios afectos, en comparacién con
otros grupos control. Las tasas de infecciéon en poblacio-
nes o grupos de bajo nivel socioeconémico son superiores
a las de las poblaciones estdndar, asi como también se
han relacionado las malas condiciones higiénicas de algu-
nas instituciones infantiles con tasas elevadas de infec-
cién*5, Todos estos datos sugieren que la transmisién sea
persona-persona y que el contagio tenga lugar por via
fecal-oral, aunque no puede descartase la via oral-oral®.

Se han descrito diversos factores de patogenicidad (pro-
teinas VacA, CagA y HpaA) cuya presencia se asocia a
una mayor virulencia de la cepa que, anadidos a los fac-
tores asociados al huésped, permitirian explicar los
diversos cuadros clinicos, asi como el estado de portador
en pacientes asintométicos™®.

Para el diagnéstico de la infeccién por H.pylori pueden
utilizarse métodos no invasores, que muestran la infec-
cién de forma indirecta (prueba del aliento marcada con
13C-urea y serologia) y métodos invasores (endoscopia y
toma de biopsia) que permiten estudiar las posibles alte-
raciones de la mucosa gastrointestinal y proceder al ais-
lamiento del microorganismo.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la eficacia
de la técnica de deteccién de antigeno de H.pylori en
heces, una prueba no invasora, de rapida realizacion y de
facil obtencién de la muestra, y comparar los resultados
con los de las técnicas estdndar (prueba del aliento con
13C-urea, serologia, cultivo y estudio histolégico), en una
poblacién de pacientes pedidtricos con sintomatologia
gastrointestinal con sospecha de infeccion por H.pylori.

Pacientes y métodos

Pacientes

Se estudiaron 60 pacientes (37 nifias y 23 nifos), entre los meses
de mayo de 1998 y julio de 1999, con edades comprendidas entre 4 y
16 anos (media=10,9), que habian sido atendidos en el Servicio de
Gastroenterologia por manifestar sintomas de dispepsia. Ninguno de
ellos referia haber tomado antibiéticos en los tres meses anteriores
al estudio, inhibidores de la bomba de protones, ni compuestos con
sales de bismuto. A todos ellos se les realizé la prueba del aliento con
13C-urea, una determinacién serolégica para estudio de anticuerpos
IgG especificos anti-H.pylori , una detecciéon de antigeno de H.pylori
en heces y se les practicé una endoscopia gastrointestinal.

El tiempo transcurrido entre las dos primeras pruebas y la endos-
copia no fue nunca superior a 15 dias. La toma de heces se realizd,
en todos los casos, el dia anterior al de la endoscopia.
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Endoscopia

El estudio gastrico se llevé a cabo mediante la realizacién de una
fibroendoscopia digestiva alta, utilizando, para ello, el modelo pedia-
trico Olympus GIF-XP. Se recogieron tres muestras antrales desti-
nadas a cultivo de H.pylori , estudio de la capacidad de produccién
de ureasa y examenes histoldgicos.

Estudio microbiolégico

Dos de las muestras se remitieron al laboratorio de microbiolo-
gia, una de ellas en medio de transporte Portagerm Pylori
(bioMérieux®) para cultivo especifico de H. pylori, y otra en un tubo
con 1 ml de urea de Christensen al 10% para la prueba de la urea-
sa rapida.

La muestra para cultivo se homogeneizaba en 1 ml de suero fisio-
l6gico estéril en un homogeneizador de fondo cénico y se sembraba en
dos medios de cultivo, uno selectivo (Pylori agar, bioMérieux®) y otro
no selectivo (Columbia+5% de sangre de cordero, bioMérieux®). Las
placas se incubaron a 37°C en atmésfera de microaerofilia, hacién-
dose lecturas a los 3, 5y 7 dias. Las colonias compatibles con H.pylo-
ri se identificaron por tincién de Gram, y pruebas de ureasa y cata-
lasa.

El tubo de urea que contenia la otra muestra se incub6 a tempe-
ratura ambiente, haciéndose la lectura a las 4 horas, y se consider6
positivo el viraje a color rosa, obtenido por alcalinizaciéon del medio
al degradarse la urea.

Estudio histolégico

Las muestras se procesaron en bloques de parafina para el estu-
dio histolégico con microscopia 6ptica convencional (microscopio 6pti-
co Leitz Dialux). Se practicaron diversos cortes de 4 micras, que se
tifieron con hematoxilina-eosina.

Se estudié el grado de alteracién (superficial o profunda) de la
mucosa, el tipo de infiltrado (agudo o crénico) y la presencia de
microorganismos en los cortes.

Prueba del aliento con *C-urea (UBT)

Se utiliz6 un kit comercial (TAUKIT, Isomed®), en el que se toma-
ban dos muestras de aire, una de aspirado basal, antes de la toma de
la C-urea y la otra después de la toma, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los resultados de cada una de las muestras se expre-
saban mediante el indice de las concentraciones *CO,/?CO,. Se con-
sideré la prueba positiva si la concentracién de la muestra posterior,
respecto a la basal, era superior o igual a seis.

Estudio serologico

Se determiné el nivel de anticuerpos IgG especificos anti-H.pylori
mediante una técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) que utiliza-
ba un sustrato quimioluminiscente (IMMULITE® H .pylori IgG). La
cantidad de fotones emitidos, que eran cuantificados mediante un
luminémetro, se relacionaba con la presencia de IgG anti-H.pylori de
la muestra. El resultado, semicuantitativo, se obtenia comparando la
lectura del paciente con un punto de corte establecido.

Deteccion de antigeno en muestras fecales (HpSA)

Las muestras fueron almacenadas a —20°C, desde su recogida
hasta el momento de procesarse. Se utiliz6 una prueba comercial de
EIA (Meridian Diagnostics Inc.-HpSA®) con un anticuerpo policlonal
de H.pylori, fijado en pocillos de una placa de microtiter.

La técnica se procesé siguiendo las instrucciones del fabricante,
leyendo los resultados en un espectrofotémetro a 450nm. Se conside-
raron positivos los valores de absorbancia superiores o iguales a
0,160, negativos los inferiores a 0,140, y valores comprendidos entre
0,140 y 0,160 eran considerados como indeterminados.

Criterio diagnoéstico

Se definié un paciente como infectado por la positividad del culti-
vo y/o dos de las siguientes pruebas: alteracién histolégica de la
mucosa, ureasa rapida, UBT o serologia.
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Resultados

H.pylori se aislé en 47 de los 60 pacientes estudiados
(78,3%), siendo la prueba de la urea rdpida positiva en 43
de ellos.

De las tinciones con hematoxilina-eosina de los cortes
parafinados, se consigui6 visualizar el microorganismo
en 17 casos, no valorandose uno de ellos por ser el resto
de las pruebas complementarias negativas; en los 16 res-
tantes el cultivo fue positivo.

En 46 pacientes se observaron alteraciones histolégicas
en la mucosa, en tres de ellos sin la positivizacién de nin-
guna de las otras pruebas realizadas, por lo que no se
atribuyeron a una infeccién por H.pylori; en los 43 res-
tantes se aisl6 el microorganismo del cultivo.

La prueba del aliento fue positiva en 50 casos, tres de
los cuales con cultivo y serologia negativos. Ante la nega-
tividad de todas las otras pruebas realizadas en estos
tres pacientes, se realiz6 un segundo control a los tres
meses, obteniéndose los tres resultados negativos, por lo
que se valoraron como falsos positivos.

En 40 pacientes (66,6%) se mostré la presencia de anti-
cuerpos IgG especificos frente a H.pylori, con niveles
variables, desde 35 a 1,1 veces por encima del nivel del
punto de corte (media = 7,8). En 39 de ellos el cultivo fue
positivo. El resultado de la serologia del paciente con cul-
tivo negativo correspondia al nivel més bajo de anticuer-
pos, y se consider6 un falso positivo, debido a la negativi-
dad de todas las otras técnicas realizadas.

El resultado de HpAS fue positivo en 45 casos, dando
valores de absorbancia entre 2,688 y 0,212 (media =
1,133), en uno se interpreté como indeterminado (absor-
bancia = 0,159). En todos ellos el cultivo fue positivo.

Los resultados de las diferentes pruebas se exponen en
la tabla 1.

Valorando los resultados obtenidos, no podemos consi-
derar ningdn paciente infectado por H.pylori con cultivo
negativo (13 casos). En ninguno de estos 13 pacientes se
positivizé mds de una prueba, por lo que al analizarlas
individualmente se han considerado como falsos positi-
vos.

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y negativo de cada una de las técnicas complementarias
al cultivo se reflejan en la tabla 2.

Discusion

El diagnéstico de estas infecciones puede establecerse
por métodos directos, que muestren la presencia del
microorganismo (cultivo, tinciones histolégicas y métodos
moleculares) e indirectos, que estudian la capacidad ure-
asica de la bacteria (urea rapida o prueba del aliento con
13C-urea) o la respuesta de anticuerpos especificos frente

al microorganismo (serologia). Por regla general se preci-
sa de la combinacién de més de una prueba para llegar al
diagnéstico de certeza, siempre en funcién de las indica-
ciones clinicas.

En pacientes pediatricos que acuden a la consulta de
gastroenterologia por dispepsia, en los que no esta indi-
cada la endoscopia, es interesante poder disponer de un
método no invasor, sensible y especifico, para estudiar la
posible etiologia del cuadro clinico.

Frecuentemente se ha usado la serologia como método
de cribaje, aunque estd mostrada la presencia de indivi-
duos seropositivos sin infeccién activa?®, lo que puede dar
lugar a la instauracion de tratamientos innecesarios. En
nuestro estudio la sensibilidad y especificidad de la téc-
nica de ELISA para la deteccién de anticuerpos IgG han
sido del 82% y del 92%, respectivamente, similar a las
encontradas en otros estudios!®!?, Consideramos que la
serologia es una prueba adecuada para estudios de sero-
prevalencia, mas que para cribado en el diagnéstico de
estas infecciones*!2.

La UBT es considerada, hasta el momento, la técnica
no invasora de referencia, dada su alta sensibilidad (96%-
98%) y especificidad (91%-96%), segun las diferentes
publicaciones'*!®, ademds ha mostrado ser de eleccién
para comprobar la erradicaciéon del microorganismo des-
pués del tratamiento especifico. En nuestro estudio la
especificidad obtenida ha sido del 76%, con una sensibili-
dad del 100%. En tres pacientes con UBT positivo, que no
recibieron en ningin momento tratamiento erradicador
de H.pylori, y en los que todas las pruebas complementa-
rias fueron negativas, el UBT se repitié al cabo de tres
meses. Los tres replicados se negativizaron, por lo que se
consideraron falsos positivos.

La nueva técnica de deteccion de antigeno de H. pylori
ha mostrado, en este estudio, tener una buena sensibili-
dad (95%), con una especificidad del 100%, similar a
otras publicaciones aparecidas recientemente!®-19,
Algunos estudios proponen la necesidad de bajar el punto
de corte de la técnica en pacientes pediatricos. En este
estudio, la supuesta disminucién del punto de corte hasta

TABLA 2. Resultados de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo de las diferentes técnicas,
expresados en %

| Ureasa |Tinci6n |Histologia | UBT | Serologia| HpSA

S 91 34 91 100 82 95
E 100 92 76 76 92 100
VPP 100 94 91 94 97 100
VPN 76 27 71 100 60 86

S: Sensibilidad; E: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN:
Valor predictivo negativo; UBT: prueba del aliento con *C-urea; HpSA:
deteccion de antigeno en muestras fecales.

TABLA 1. Resultados de las seis pruebas complementarias en relacion con el cultivo

Ureasa Tincién Histologia UBT Serologia HpSA
POS/NEG POS/NEG POS/NEG POS/NEG POS/NEG POS/NEG
Cultivo POS n=47 43/4 16/31 43/4 47/0 39/8 45%/2
Cultivo NEG n=13 0/13 1/12 3/10 3/10 1/12 0/13

POS: positivo; NEG: negativo; *: uno indeterminado (absorbancia = 0,159); UBT: prueba del aliento con *C-urea; HpSA: deteccién de antigeno en

muestras fecales.
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0,043 (valor de absorbancia mas bajo de HpSA de los
nifios infectados) para poder considerar positivos todos
los resultados de HpSA de estos pacientes y conseguir
una sensibilidad del 100%, haria disminuir notablemen-
te la especificidad hasta un 30%, ya que de los 13 pacien-
tes no infectados, nueve manifestaban una absorbancia
superior al 0,043%2.

Este método aporta ventajas sobre las otras técnicas no
invasoras ya comentadas, el test del aliento y la serolo-
gia, no solo en cuanto a la buena sensibilidad y especifi-
cidad, sino desde el punto de vista de simplicidad en la
realizacién, rapidez en la obtencién de los resultados, y
bajo coste econdémico, si se compara con el elevado coste
de la UBT'22122, La facilidad de obtencién de la muestra
en un paciente de corta edad le aventaja frente a la com-
plicaciéon que puede suponer la colaboracién por parte del
nifio en la realizacion de la UBT y permite evitar una
extraccion sanguinea en los casos en que el estudio se
hubiese llevado a cabo por serologia.
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