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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



Helicobacter pylori (Hp) es una bacteria que se puede encontrar en la mucosa gastrica
humana y se relaciona con diferentes enfermedades digestivas. Sin embargo, son numerosos
los individuos que estan colonizados sin presentar sintomatologia alguna. Se estima que la
prevalencia de Hp en la poblacion mundial es del 50%. Un 7% de estos casos presentara
patologia gastroduodenal relacionada con la bacteria. Estas cifras revelan la importancia de
esta infeccion y justifican el interés despertado por el conocimiento de su epidemiologia.

Se considera que su adquisicion es por contacto interpersonal, no se conoce con
exactitud cual es su reservorio, aunque parece ser que la cavidad oral podria ser uno de ellos.
El contacto con animales o con aguas contaminadas también se han considerado
ocasionalmente como fuentes potenciales de colonizacion, las cuales son mas frecuentes en
los paises en desarrollo. La prevalencia de esta bacteria disminuye cuando aumenta el nivel

socioecondmico.

Para este estudio se han seleccionado estudiantes de Odontologia de la Facultad de
Granada de primer y quinto curso, asi como un grupo control. Tras firmar el consentimiento
informado, se les realizd6 una encuesta epidemioldgica, una exploracion bucodental, una
extraccion de sangre para evaluar los niveles de anticuerpos frente a Hp, muestra de heces
para realizar test inmunocromatograficos y la prueba del aliento. Los resultados fueron
sometidos a tratamiento estadistico.

Se pretende valorar si las actividades practicas que desarrollan los estudiantes de la
Facultad de Odontologia, suponen un factor de riesgo de colonizaciéon por Hp. De ser cierta

esta hipotesis deberan establecerse nuevas barreras mecanicas para evitar su transmision.

De acuerdo con lo expuesto, se proponen para nuestro trabajo los siguientes objetivos:

1. Comparar los resultados de las distintas técnicas diagndsticas utilizadas: las dos
inmunocromatograficas que detectan antigeno en heces, entre ellas y ambas y las
técnicas serolégicas con el test del aliento.

2. Determinar la prevalencia de colonizacion de Hp en estudiantes de Odontologia,
comparandola con otro grupo de universitarios de similares caracteristicas no

relacionado con el drea odontoldgica.

3. Relacionar los habitos individuales de los estudiantes y su salud bucodental con la
colonizacién por Hp.



2. INTRODUCCION



2.1. Reseia historica

El ser humano convive con Hp desde hace al menos 50.000 afios, pero es a finales
del siglo XIX cuando se encuentran las primeras referencias a este microorganismo. El
investigador italiano Giulio Bizzozero (Figura 1) describié la presencia de bacterias espirales
en el estbmago de perros y gatos en 1893.

Figura 1. Giulio Bizzozero

En 1899 el profesor Walery Jaworski (Figura 2), de la Universidad de Jagiellonian en
Cracovia, estudio sedimentos de lavados gastricos obtenidos de humanos, en ellos observé
que ademas de bacterias alargadas existian otras con una caracteristica forma espiral, a las
cuales llamoé Vibrio rugula. Este investigador fue el primero en sugerir la participacion de
este microorganismo en procesos gastroduodenales. Aunque dicho trabajo fue incluido en el
Manual de enfermedades gastricas, no tuvo mucho impacto, debido a que estaba escrito en
polaco.

Figura 2. Walery Jaworski



Hp se cultivé por primera vez en Australia por los médicos australianos Barry
Marshall y Robin Warren (Figura 3) en 1982, a partir de muestras de mucosa gastrica de
pacientes con ulcera y gastritis. Demostraron que Hp es el causante de gastritis y Ulceras de
estdmago, rebatiendo asi teorias vigentes durante décadas, que atribuian las Uulceras
estomacales al estrés, la hipersecrecién acida y a otros factores. Este descubrimiento
mejoro considerablemente las posibilidades de tratamiento.

Robin Warren nacido en 1937, patélogo de Perth (Australia), comprob6é como las
bacterias colonizaban la parte inferior del estbmago en el 50% de las biopsias que tomaba.
Observd que en la mucosa gastrica, cerca del lugar de colonizacion de estas bacterias
siempre habia signos de inflamacion.

Por su parte, Barry Marshall, nacido en 1951, se interesé por los hallazgos de Warren
y juntos iniciaron un estudio con muestras de 100 pacientes. Tras varios intentos Marshall
tuvo éxito a la hora de cultivar estas bacterias a partir de algunas biopsias. Su trabajo
conjunto dio lugar al descubrimiento de que el microorganismo estaba presente en casi la
totalidad de los sujetos que experimentaban gastritis y Ulcera péptica. Basandose en estos
resultados, propusieron que Hp estaba implicado en la etiologia de dichas enfermedades
(Warren y Marshall 1983).

Figura 3. Robin Warren y Barry Marshall

La comunidad médica fue muy reticente a reconocer el hecho de que esta bacteria
fuese la causante tanto de Ulceras estomacales como de gastritis, ya que se creia que las
bacterias no podian sobrevivir mucho tiempo en el medio &acido del estomago. Para
reafirmar la idea Marshall bebié un cultivo de Hp, desarrollando una gastritis y recuperando
la bacteria de su propia mucosa estomacal; con esto, satisfizo tres de los cuatro postulados
de Koch (Mashall y cols 1984).



Su identificacion, en 1982, es considerada como uno de los episodios cientificos mas
relevantes de los ultimos afos. Los dos investigadores demostraron que los pacientes
podian ser curados so6lo si se erradicaba la bacteria del estdmago. Gracias al
descubrimiento pionero de Marshall y Warren la ulcera péptica ya no es una enfermedad
crénica sino un cuadro clinico que puede curarse con un breve régimen de antibidticos e

inhibidores de la secreccion acida (Marshall y cols. 1985; Morris y cols 1987).

En el afno 2005, se concedié el Premio Nobel de Medicina a los doctores Barry
Marshall y Robin Warren por su labor de investigacién y sus importantes descubrimientos
sobre Hp.

2.2. Taxonomia

En los primeros estudios realizados con esta bacteria, se pens6 que podia ser una
nueva especie dentro del género Campylobacter por su aspecto en la tincion de Gram y su
requerimiento microaerofilico, aunque presentaba ciertas caracteristicas atipicas (Marshall y
cols. 1987). Sin embargo, los estudios gendmicos, especialmente el analisis de secuencias
del acido ribonucleico ribosomal (ARNr) 16S, permitieron demostrar que Campylobacter y
Helicobacter eran dos géneros diferentes.

Desde 1989 se le considera la especie tipo de un nuevo género, Helicobacter en el
que existen mas de 24 especies descritas.
Desde su cultivo en 1982 ha recibido diferentes denominaciones hasta adquirir el nombre
definitivo:

CLO (Campylobacter like organism).

GCLO (Gastric Campylobacter like organism).

Campylobacter pyloridis.

Campylobacter pyloric.

Campylobacter pylori.

Helicobacter pylori: (1989) especie tipo de un nuevo género, Helicobacter.



2.3. Caracteristicas microbioldgicas generales

El género Helicobacter pertenece a la subdivisién Proteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Existen mas de 20 especies en el género
(Dewhirst y cols. 2005)

Las bacterias de este género son bacilos gram negativos, curvados y
microaerofilicos. Tienen de 4 a 8 flagelos polares que son fundamentales para su movilidad.
Son flagelos con una vaina que tiene una estructura lipidica como la de la membrana

externa, y cuya misién parece ser la de protegerlos de su degradacién por el medio acido.

Las especies del género Helicobacter se desarrollan bien a 37 °C y algunas pueden
hacerlo a 42 °C en una gran variedad de medios suplementados con suero o sangre entre el
5% y el 10%. Pueden requerir periodos de incubacién hasta de una semana (Solnick y cols.
2001). Ademas, estas especies crecen tipicamente en condiciones de microaerofilia y no
hay desarrollo en condiciones de aerobiosis.

Las especies de Helicobacter son quimiorganotrofas. Son asacaroliticas (no
fermentan ni oxidan azucares) aunque Hp si fermenta la glucosa. Utilizan, al menos
parcialmente, las vias metabdlicas de Entner-Doudoroff de pentosas fosfato, y el ciclo de
acidos tricarboxilicos, pero no la via del glioxilato. No hidrolizan gelatina, almidon, caseina o
tirosina, son rojo de metilo y Voges-Proskauer negativos.

La actividad de oxidasa esta presente en todas las especies, y las cepas de la
mayoria de ellas producen catalasa. Muchas especies producen ureasa, fosfatasa alcalina o
ambas y no hay produccion de pigmentos.

2.4. Helicobacter pylori

Esta bacteria mide entre 2 y 4 um de largo por 0,5 a 1 ym ancho y posee de 2 a 6
flagelos unipolares de aproximadamente 3 ym de longitud. Puede aparecer con forma
helicoidal o como bacilos, las formas cocoides se presentan preferentemente in vitro
después de un cultivo prolongado o como resultado del tratamiento con agentes
antimicrobianos. Estas formas cocoides no pueden ser cultivadas in vitro (Dunn y cols.
1997).

Hp muestra un crecimiento 6ptimo a concentraciones del 2% al 5% de O2, del 5% al
10% de CO2 y una humedad relativa alta. La temperatura 6ptima de crecimiento es de 37
7



°C, aunque puede desarrollarse en un rango de 35 a 39 °C, y para su cultivo se requieren
medios de cultivo suplementados con sangre o suero, los cuales actiuan como fuentes
adicionales de nutrientes y protegen de los efectos tdéxicos de los acidos grasos de cadena
larga.

Para el aislamiento primario, es recomendable adicionar mezclas de antibidticos
como el suplemento de Dent, que contiene vancomicina, trimetoprim, cefsoludina vy
anfotericina B o el suplemento selectivo de Skirrow que contiene vancomicina, trimetoprim,

polimixina B y anfotericina B.

Las colonias de Hp son pequenas, con diametro aproximado de 1 a 2 mm,
traslucidas, cremosas y ligeramente brillantes. Una vez que el cultivo alcanza la fase
estacionaria, rapidamente hay cambio a formas cocoides. Para facilitar la observacién de las
colonias, las placas pueden ser suplementadas con cloruro de trifeniltetrazoilio(TTZ) a una
concentracion final de 0,004%. En presencia de éste, las colonias aparecen oscuras por la
reduccion del mismo y desarrollan un brillo dorado.

2.5. Factores de virulencia y patogenicidad

La infeccion por Hp produce frecuentemente gastritis cronica. Sin embargo las
complicaciones principales (ulcera péptica, adenocarcinoma y linfoma gastrico) se
desarrollan sélo en una minoria de personas infectadas, predominantemente en

hospedadores adultos (Ernst y cols. 2000).

Los factores de virulencia son productos bacterianos o estrategias que contribuyen a
la patogenicidad. Uno de los retos de los de los estudios sobre Hp es la identificacion de los
factores de virulencia predictivos de la progresion de la infeccion.

Se han propuesto numerosos factores de virulencia y aunque se han asociado con
un mayor riesgo de enfermedad péptica ulcerosa, adenocarcinoma gastrico o linfoma MALT,
ninguno de ellos implica por si mismo el desarrollo de una enfermedad en concreto (Kusters
y cols. 2006). Esta asociacidon aumenta cuantos mas factores acumula la bacteria. Por otro
lado, el valor predictivo de los mismos se cree limitado debido a que, presumiblemente, la
patogenicidad depende de interacciones multifactoriales entre los propios factores de
virulencia bacterianos y factores inmunolégicos del hospedador, factores fisiologicos e
influencias ambientales que modulan la respuesta inmune del hospedador (Hoécker y cols.
2003)



Hp origina una fuerte respuesta inmune, humoral y celular en la mucosa gastrica
que no consigue eliminar la infeccién y es responsable de muchos de los danos de ésta.
Tras la colonizacion, libera sustancias toxicas que estimulan la respuesta inmunoldgica local
en la que fundamentalmente participan los neutrdfilos. Después se produce una
amplificacién de la respuesta inflamatoria por la interaccion de linfocitos, neutrdfilos,
macrofagos, células mastoides y no inmunes que liberan gran cantidad de mediadores
quimicos. La ulcera péptica, el adenocarcinoma y el linfoma gastrico son complicaciones de

esta inflamacion crénica.

A continuacion se describen los principales factores de virulencia.

2.5.1. Estructura bacteriana

La propia estructura en espiral de la bacteria le permite introducirse a través de la
capa de moco gastrico actuando de forma similar a un sacacorchos y favoreciendo por lo
tanto el acercamiento a las células epiteliales gastricas (Montecucco y cols. 2001).

2.5.2. Envoltura celular, membrana externa y lipopolisacarido

La composicion de la envoltura celular de Hp consiste en una membrana interna,
periplasma con peptidoglicano y una membrana externa. Esta Ultima esta constituida por
fosfolipidos y lipopolisacaridos. Ademas contiene glucésidos de colesterol, los cuales son

muy raros en una bacteria.

El lipopolisacarido (LPS) estad compuesto por tres partes: el lipido A hidrofébico, la
region antigénica-O polisacaridica e hidrofilica y el nucleo polisacarido que conecta las otras
dos. Como en todas las bacterias gram negativas, el lipido A es el componente responsable
de las propiedades inmunoldgicas y endotdxicas (Aspinall 1996).

La respuesta autoinmune inducida por esta bacteria genera autoanticuerpos que
contribuyen al desarrollo de gastritis atroficas. La capacidad que tiene Hp para evadir la

respuesta inmunoldgica origina que la infeccion se cronifique.

EI LPS de Hp es mucho menos activo inmunolégicamente que el de otras bacterias
gram negativas. Comparaciones estructurales con el lipido A de Escherichia coli demuestra
que el de Hp tiene menos acidos grasos, un fosfato menos y la longitud de las cadenas de
acidos grasos del lipido A es mayor (Moran y cols. 1992). Estas diferencias predicen el

menor poder inmunogénico.



El antigeno polisacaridico O participa en la adherencia de la bacteria a las células
epiteliales gastricas. Esta es reconocida especificamente por una lectina que une B-
galactésidos (Fowler y cols. 2006)

Aunque Hp es un patdgeno extracelular, puede encontrarse en el interior de las
células epiteliales gastricas (Lozniewski y cols. 2003).

Por otra parte el LPS puede afectar a la integridad de la mucosa mediante la
modulacion de la actividad del pepsinégeno | en el estdbmago. La pepsina posee una alta
capacidad mucolitica y puede ayudar a inducir ulceracion duodenal. Ademas aumenta la
produccion de IL1b, cuyo polimorfismo esta asociado con un mayor riesgo de cancer (Basak
y cols. 2005).

2.5.3. Flagelos

Hp posee de 2 a 6 flagelos monopolares que le confieren una gran movilidad y le
permiten llegar a la mucosa y no ser eliminado por los mecanismos defensivos del
hospedador. Cada uno de ellos esta compuesto por dos flagelinas, FlaA y FlaB, las cuéles
son homopoliméricas. FlaB se localiza en la base del flagelo, mientras que la mas
abundante, FlaA, se encuentra en el exterior. La eliminacién de ambas flagelinas da como
resultado la pérdida de la movilidad, pero sin embargo conservan una capacidad de
adherencia similar a la del tipo silvestre.

2.5.4. Ureasa

La ureasa es la enzima mas abundante producida por Hp siendo esencial para la
colonizacién, como se ha demostrado en experimentos utilizando cepas con ureasa no

funcional (Bauerfeind y cols. 1997).

Al contrario de lo que se puede pensar, Hp es extremadamente sensible al medio
acido. Su habitat natural se encuentra debajo de la capa mucosa, donde el pH se aproxima
a la neutralidad. El mecanismo que utiliza para protegerse del pH acido de la capa mucosa
durante la colonizacion, o de las bajadas de pH que pueden ocurrir por dafios mecanicos en
las mucosas, se basa en acumular una gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el

espacio periplasmico y en su superficie (Eaton y cols. 1991).
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La ureasa cataliza la hidrolisis de la urea presente en el estbmago en amonio y
didéxido de carbono (Figura 4). El amonio producido aumenta el pH, con lo que Hp tiene el
adecuado incluso aunque el pH externo sea extremadamente bajo.

NH2-CO-NH2 + 2H*+ 2H 20 — CO2 + 2NH4* + H.0

Figura 4. Reaccion quimica catalizada por la ureasa

La regulacion de esta enzima se produce mediante un transportador  (Urel)
dependiente de pH. El transportador permite la entrada de urea pero, una vez que el pH
alcanza el valor 6-7, se inactiva, ya que un grado excesivo de alcalinidad mataria a la
bacteria (Weeks y cols. 2000).

La ureasa tiene un efecto téxico en las células epiteliales gastricas y es un

importante inmunégeno que estimula una fuerte respuesta inflamatoria.

El amonio liberado origina una necrosis del tejido profundo (Murakami y cols. 1990);
colabora con el desarrollo de gastritis atréfica crénica humana y facilita el incremento de
infecciones virales y la carcinogénesis; debido a que se asocia a alteraciones en la sintesis
de ADN (Megraud y cols. 1992). También origina la formacién de cloramina, elevadamente
téxica, que debido a su lipofilia y bajo peso molecular, atraviesa la membrana plasmatica
celular (Suzuki y cols. 1998)

Asimismo, la formacion de monocloraminas con el acido hipocloroso que liberan los
polimorfonucleares (PMN), que contribuyen a la lisis celular y a la ulcera, puede servir de
proteccion frente al sistema inmune. La concentracion de amonio en el estébmago de
pacientes infectados es significativamente mayor que la encontrada en sujetos no
infectados, disminuyendo tras la erradicacion de Hp (Chittajallu y cols. 1991).

Por otro lado, se ha observado que la uniéon de Hp a través de la ureasa a las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad Il (MHCII) origina un incremento en
la apoptosis de las células gastricas. Como la IL-8 origina la sobreexpresiéon de MHC-II este
proceso facilita aun mas la union de la ureasa (Fan y cols. 2000)

La ureasa se ha utilizado para el desarrollo de vacunas debido a que esta formada
por dos subunidades, UreA y UreB, que son inmunodominantes proteicos (Nomura y cols.

2005).
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2.5.5. Sistemas antioxidantes

Hp es una bacteria microaerofilica muy vulnerable a la toxicidad del oxigeno (Oy).
Durante el proceso de colonizacion promueve una fuerte respuesta inflamatoria mediada por
neutréfilos y macréfagos, que generan una gran cantidad de metabolitos reactivos de
oxigeno (MRO). Se ha comprobado que estas moléculas también son producidas por las
células epiteliales gastricas en respuesta a la infeccidén, aumentando su concentracién en la
mucosa gastrica (Nardone y cols. 2004). Hp cuenta con mecanismos para la detoxificacion
de los MRO, asi como de reparacion de los dafos sufridos, que favorecen su supervivencia
en el tejido inflamado. Estos mecanismos son adaptables y estan interconectados entre si
(Wang y cols. 2006). Entre los sistemas enzimaticos de detoxificacion de los MRO estan la
enzima superoxido dismutasa, que cataliza la transformacién del superdxido en peréxido de
hidrégeno ; la catalasa, que cataliza la descomposicion del perdxido de hidrégeno en agua y
oxigeno; las peroxirredoxinas, que catalizan la reduccion del peréxido de hidrégeno,
peroxinitrito y otros hidroxi perdxidos organicos a sus correspondientes alcoholes (Wood y
cols. 2003). Y la flavoproteina MdaB, una NADPH quinona reductasa, que la bacteria
expresa cuando debe compensar la pérdida de los principales componentes antioxidantes.
Ademas, el sistema tiorredoxina cataliza los procesos de oxidacidon-reduccion, tiol-
dependientes, de un gran numero de enzimas detoxificadoras de MRO llevadas a cabo por
NADPH. La actividad enzimatica de la catalasa, superéxido dismutasa y las peroxiredoxinas
esta incrementada en las cepas cagA positivas (Briede y cols. 2005).

A veces los sistemas de detoxificacibn no son suficientes y puede existir dafio
oxidativo. Para ello Hp cuenta con mecanismos para reparar el ADN dafiado, como las
proteinas RecA, UvrABC, endonucleasa Il (Nth), MutS y RuvC. Los dafios oxidativos
producidos en las proteinas son reparados por la metionin sulféxido reductasa.

La proteina NAP, codificada por el gen napA, fue identificada en principio como una
proteina que participa en la activacién de los neutréfilos. Pero ademas tiene otras funciones.
La de bacterioferritina para captar los iones ferrosos libres intracelulares que pueden danar
el ADN bacteriano y a su vez la protege del estrés oxidativo (Buda y cols. 2003). Puede
actuar como una adhesina cuando se secreta o expresa en la superficie bacteriana, pues
tiene afinidad por las ceramidas presentes en las membranas plasmaticas celulares (Olzack
y cols. 2002).
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2.5.6. Adhesinas

Hp se une a las células receptoras del hospedador, las células epiteliales gastricas,
de una forma especifica mediante un elevado numero de adhesinas utilizando multiples
receptores (Beswick y cols. 2005). Entre ellos hay glicerofosfolipidos, sulfatidos,
componentes de la matriz extracelular (como laminina o colageno) y secuencias péptidas de
N-acetil-lactosamina o de glicoconjugados (Millar-Podraza 2005). Una sola clase de
anticuerpos no inhibe por completo la adhesion de la bacteria a las células, por lo que se
considera que la adherencia se realiza a través de multiples adhesinas y receptores al
mismo tiempo. De algunas de las adhesinas se tienen datos que muestran su papel

potencial como factores de virulencia.

Hp puede modular la expresion de las moléculas de adhesién por parte del
hospedador como las mucinas MUC5AC y MUC6 y las adhesinas VCAM1 y caderinas,
implicadas en la patogenia de la inflamacién y en la carcinogénesis (Chan 2006).

2.5.7. Proteinas tipalpha y HP-MP1

Las proteinas tipalha y HP-MP1 tienen una potente actividad carcinogénica a través
de la induccién del factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la activacion de factor nuclear kappa
B (NF-kB) (Chan y cols. 2005). Estudios previos indican que NF-kB es esencial para
promover la inflamacién asociada al cancer (Kim y cols. 2005).

2.5.8. Citotoxina vacuolizante VacA

La proteina VacA es una toxina codificada por el gen vacA, que induce vacuolizacién
en las células epiteliales, la muerte celular y la destruccién de la integridad epitelial. Posee
una estructura hexamérica y se ensambla en la bicapa lipidica celular del hospedador
formando un canal selectivo de aniones. Produce un gradiente de pH que atrae sustancias
alcalinas al interior haciendo que se capte agua por 6smosis, lo que origina la vacuolizacién
alrededor del nucleo y mas tarde el estallido y muerte celular. En el citosol interfiere con el
trafico vesicular de los lisosomas (Cover y cols. 2005).

Este efecto lo producen mas de la mitad de los aislamientos de Hp y son mas
frecuentes en pacientes con ulcera péptica y cancer gastrico que en pacientes que sélo
padecen gastritis (Boquet y cols. 2003). Otros estudios no encuentran esta relacion. Una
explicacién posible es que el gen vacA, que esta presente en todas las cepas de la bacteria,
tiene una estructura mosaico con varias formas posibles de presentacion. Cuatro en la

secuencia sefial, que son s1a, s1b, s1cy s2, y tres en la regién media, m1, m2a y m2b. De
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la combinacion de éstos podrian generarse distintos genotipos que podrian tener
comportamientos mas o menos agresivos (Van Door y cols. 1998).

VacA puede llevar a la muerte celular programada de forma independiente a la
vacuolizacion, pues induce la liberacién de citocromo C de las mitocondrias a través de la
activacion de proteinas proapoptéticas Bax y Bak (Yamasaki y cols. 2006). También puede
participar en el proceso de la apoptosis a través de la activaciéon del receptor Fas/ CD95, a
través de diversas caspasas y de la ruptura de la membrana mitocondrial que, al afectar a la
concentracién de ATP celular, altera el ciclo celular.

La presencia de VacA puede inducir la expresiéon de factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y provocar el desarrollo de procesos tumorigénicos. El VEGF esta
implicado en la neo angiogénesis a través del sistema TLR2/TLR9 y se encuentra
sobreexpresado en distinto grado en carcinomas humanos dependiendo del tipo de cepa
bacteriana, lo que podria explicar en parte el distinto potencial patogénico (Caputo y cols.
2003).

VacA amplifica la respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica aumentando la
expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), en las células T, neutrdéfilos y macréfagos, que a
su vez pueden activar la produccion de VEGF. Aunque no estén perfectamente definidos los
mecanismos por los que la respuesta inmune inducida por Hp contribuye a la carcinogénesis
gastrica, la sobreexpresion de COX-2 y VEGF, la activacién de NF-kB y el aumento de
citoquinas proinflamatorias originan alteraciones morfolégicas que llevan al desarrollo de
gastritis atrofica y metaplasma gastrointestinal (Montecucco y cols. 2003).

Por otro lado VacA interrumpe la maduracion en los macréfagos, por lo que la
bacteria sobrevive dentro de los mismos (Zheng y cols. 2003)

2.5.9. CagA

La presencia del gen cagA se asocia mas con sintomas graves, como son la gastritis
severa, la atrofia de la mucosa, alto riesgo de ulcera y cancer gastrico. De hecho las cepas
procedentes de pacientes con Ulcera, en un porcentaje superior al 90% son cagA positivas.
Pero, al igual que ocurre con el resto de factores de virulencia, en muchas ocasiones no hay
asociacion entre el genotipo de cagAy el estado clinico.

El gen cagA se encuentra localizado en una regidon del cromosoma que se conoce
como isla de patogenicidad (PAl). Las islas de patogenicidad son segmentos de ADN que
contienen mas de un gen de virulencia con la peculiaridad de que una simple deleccion lleva
a la pérdida de al menos dos genes de virulencia con segmentos de ADN de mas de 30 kb.

14



Tienen un papel fundamental en la contribucién a la virulencia de las bacterias patégenas
que los contienen y en el desarrollo de la enfermedad (Schmidt y cols. 2004). CagPAl tiene
un tamafio de 37 a 40 kb. Su contenido en G+C es del 35% en contraste con el 39% del
cuerpo del genoma. Como muchos genes de virulencia los genes de la cagPAIl no se
expresan constitutivamente, sino que responden a sefales ambientales. Estan regulados
por complejos mecanismos que pueden activarse o no dependiendo de las condiciones
microambientales como el nivel de oxigeno, la osmolaridad, la fase de crecimiento
bacteriano, el pH, presencia o no de acidos grasos volatiles de cadena corta, etc (Durant y
cols. 2000).

La cagPai de Hp codifica un sistema de secreccion de proteinas tipo IV (SSTIV) que
inyecta CagA y peptidoglicanos en las células epiteliales del hospedador. La traslocaciéon de
la proteina depende de la presencia del canal de urea proton dependiente Urel. Ante un
descenso de pH CagA se mueve del centro a la porcion periférica del citoplasma (Wu y cols.
2005). La proteina inyectada interactia con un numero elevado de moléculas de la célula
hospedadora. La diana molecular de cagA mas estudiada es la fosfatasa SHP-2. El gen
PTNP 11 codifica la SHP-2 y se han encontrado mutaciones y polimorfismos en este gen
asociados a carcinogénesis gastrica. La propia activacion de SPH-2 por CagA puede
contribuir a la proliferacion celular excesiva. Ademas, los cambios que se producen en la
expresion génica en las células epiteliales tras la infeccion con Hp suelen ser dependientes
de este sistema de secrecion codificado por la cagPAI (Shibata y cols. 2005).

Hay una correlacion entre la integridad de la cagPAl y la gravedad de la enfermedad,
ya que mutaciones puntuales llevan a la pérdida del sistema de secreccién tipo IV por lo que
no se puede traslocar la proteina CagA (Selbach y cols. 2002). La proteina CagA traslocada
aumenta la produccién de de IL8, pero este potencial es diferente entre bacterias. La
expresion de IL-8 por las células epiteliales lleva a la expresién de CD74, la cadena
invariante del MHC I, que actua como receptor de Hp, favoreciendo mas su colonizacion
(Beswick y cols. 2005). Asi mismo, los productos de cagPAl estan asociados con un
aumento de la produccion de citoquinas como IL-1b, TNF-a y del factor nuclear de
transcripcion NFk (Brandt y cols. 2005).

2.5.10. HopQ

Intentando identificar nuevos factores de virulencia se realizé un estudio con
microarray usando el genoma completo de Hp y se describieron 10 genes que se transmiten
conjuntamente con la cagPAIl y se cree que pueden contribuir a la virulencia de las cepas
cagA+ (Salama y cols. 2000). Uno de éllos es hopQ, situado en el locus omp27. Los alelos
de hopQ pueden clasificarse en dos grandes familias. El hecho de que sean mas frecuentes
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en pacientes cagA+/s1vacA de pacientes con ulcera péptica que en cagA-/s2-vacA de
pacientes sin Ulcera sugiere que la variacion de los genotipos hopQ en cepas de Hp puede
ser un factor que contribuye a la diferente presentacion clinica de la infeccion (Cao y cols.
2002).

2.6. Manifestaciones clinicas

2.6.1 Gastritis aguda

La unidn de Hp a las células epiteliales origina una respuesta inmunitaria de tipo
agudo por parte del hospedador, denominada “gastritis aguda” que se caracteriza por un
cuadro anatomopatolégico especifico y unas manifestaciones clinicas de breve duracion,
tras la cual el paciente puede evolucionar hacia la curacion o desarrollar una gastritis cronica
activa. Solo algunos pacientes desarrollaran enfermedad, como Ulcera péptica, linfoma
gastrico asociado a mucosas (MALT) o adenocarcinoma gastrico. La mayoria de los
pacientes infectados cronicamente permaneceran asintomaticos (Sohlnick JV ycols. 2001)

Esta gastritis aguda inicial suele pasar inadvertida, por lo que la mayoria de los casos
se han descrito tras la ingesta voluntaria de inéculos de Hp o en relacidén con epidemias en
el seno de estudios de secrecidn acida gastrica que precisaron intubacién. Habitualmente
dura menos de 7 dias y es autolimitada, por lo que los pacientes no acuden al médico o, si
lo hacen no se les realiza una endoscopia. Histolégicamente la fase aguda se caracteriza
por la degeneracion de la superficie epitelial y por la existencia de un infiltrado neutrofilico
constituido por agregados de leucocitos polimorfonucleares, acompafados por edema y
eritema de la mucosa (Lopez- Brea y cols. 1997).

2.6.2. Gastritis cronica

La gastritis crénica es uno de los procesos inflamatorios mas frecuentes del ser
humano y actualmente Hp es considerado como el agente causante de esta enfermedad. La
bacteria puede ser identificada en biopsias gastricas mediante tincion de Giemsa o de

hematoxifilina-eosina y en presencia de mucha cantidad microorganismos.

En las biopsias de los pacientes adultos portadores de la infeccién se demuestra la
existencia de lesiones focales de las células epiteliales, asi como una respuesta inflamatoria
de la lamina propia, consistente en una infiltracion por células mononucleares y granulocitos,
patrén anatomopatolégico que se conoce como “gastritis crénica activa®. Una caracteristica
de la gastritis asociada a Hp es la presencia de agregados linfocitarios con un centro
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germinal. Estos foliculos linfoides o agregados linfoides pueden verse en el 54 % de los
casos de gastritis; no obstante, si se realiza un estudio exhaustivo pueden llegar a
encontrarse en todos los casos de gastritis asociada a la bacteria. Con el tiempo se produce
atrofia glandular, consistente en la pérdida del grosor del tejido glandular como
consecuencia de las lesiones repetidas, o que da lugar a un adelgazamiento de la mucosa
gastrica. Como consecuencia de la pérdida de las estructuras glandulares pueden
producirse erosiones o ulceraciones de la mucosa, con destruccion de la capa glandular y/o
asociacion de un proceso inflamatorio crénico. La prevalencia de la infeccién disminuye
conforme aumenta el grado de atrofia glandular, al desarrollarse cierto grado de
hipoclorhidria, asi como metaplasia intestinal, que impide que el microorganismo pueda
adherirse y, al mismo tiempo, porque las glucoproteinas secretadas por las zonas
metaplasicas pueden dar lugar a un microambiente mas hostil para el desarrollo de Hp ( The
European Helicobacter pylori Study Group. 1997).

La gastritis es una enfermedad progresiva que se inicia en el antro y se extiende
hacia el cuerpo, y se asocia con una transformacién del epitelio corporal de tipo fundico
(secretor de acido) en un epitelio glandular pilérico (no secretor); estos cambios se asocian
con la edad y son la causa de la reduccion en la secreccion acida.

La prevalencia de infeccién en las gastritis demostradas endoscépicamente es del
60-90% (media 76%) mientras que si el diagnéstico es histoldgico, es del 75-96%. Sélo un
pequefo porcentaje de los pacientes infectados (15-20%) desarrollaran una patologia mas
especifica.

2.6.3. Ulcera duodenal

La prevalencia de la colonizacion en la ulcera duodenal es superior al 98%,
aceptandose como posibles etiologias la tumoral y la ingesta de antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs). El mecanismo de produccion de la ulcera no esta totalmente
dilucidado. Se ha postulado que la gastritis cronica que afecta preferentemente al antro
altera los mecanismos defensivos de la mucosa gastrica y aumenta su vulnerabilidad a la
accion del acido gastrico. En estos enfermos, la masa de céulas parietales es normal o esta
aumentada, por lo que la secreccién acida esta incrementada; este hecho, junto con la
incapacidad duodenal para neutralizarla por la reduccién de la produccién de bicarbonato,
determina que la hiperacidez ejerza efecto lesivo directo sobre la mucosa doudenal o
indirecto induciendo la aparacion de metaplasia gastrica, lo que permite la colonizacion por
Hp que favorece a su vez la aparicién de ulcera. En la evolucion de este proceso intervienen
también la virulencia de las cepas infectantes, la respuesta del hospedador y los factores
genéticos y ambientales (Lopez Brea y cols. 2005)
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2.6.4. Ulcera gastrica

La colonizacién de la infeccién por Hp en pacientes con ulcera gastrica oscila
alrededor del 80%, pero si se eliminan los casos asociados a la toma de AINEs alcanza casi
el 100%.

La ulcera gastrica se produce cuando se rompe el equilibrio existente en la barrera
mucosa, al aumentar la multiplicacién bacteriana y la respuesta inflamatoria,  permitiendo
que factores agresivos como el acido y la pepsina actien sobre el epitelio y provoquen
erosiones y Ulceras en la mucosa gastrica.

Las lesiones secundarias a la colonizacion por Hp se localizan preferentemente en la
curvatura menor y se asocian a una pangastritis, con afectacion de la zona secretora del
cuerpo gastrico, por lo que cursan con hipoclohidria 0 con una secreccion normal; ademas
es frecuente la existencia de atrofia glandular y metaplasia intestinal, especialmente en el
antro, lo que refleja una infeccion de largo tiempo de evolucion (Lépez-Brea y cols 2005).

2.6.5. Cancer gastrico

El adenocarcinoma gastrico constituye el 90% de los tumores gastricos. Se ha
demostrado una asociacion positiva entre la prevalencia de Hp y las tasas del mismo.

La hipotesis patogénica es que con el tiempo, en pacientes colonizados a edades
precoces se produciria una pangastritis, que evolucionaria hacia la atrofia con disminucién
de la secreccion acida gastrica y aparicién paulatina de la metaplasia intestinal; por accién
de los mutagenos inflamatorios y los nitritos de las bacterias desarrolladas en la actividad
gastrica como consecuencia de la hipoclorhidria se propiciara la aparicién de displasia y en
funcién de la vulnerabilidad individual del hospedador podria aparecer el cancer gastrico
(Correa y cols. 1995)

2.6.6. Linfoma gastrico tipo MALT

El tejido MALT (tejido linfoide asociado a mucosas) forma parte del sistema

inmunitario frente a los antigenos en contacto directo con la mucosa.

El estdmago es el lugar mas frecuente de aparicion de linfomas extraganglionares
(50-90% de ellos son MALT). Los sintomas son poco especificos (ardor, dolor abdominal,
anorexia, vomitos) y normalmente tienen una evolucién de meses o afos.
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La prevalencia de Hp en el linfoma gastrico tipo MALT es del 80% — 100% y se

relaciona con estimulos antigénicos prolongados.

2.7. Epidemiologia y transmisiéon

Se estima que la colonizacién por Hp afecta aproximadamente al 50% de la
poblacion mundial (Kivi y cols. 2006, Carroll y cols. 2004), aunque cursan de forma
asintomatica en la mayoria de los casos (Torres y cols. 2005).

En 1994, la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer clasific6 a Hp
como carcinogeno tipo | (Eslick y cols.2006). Entre un 10% y un 15% de de los individuos
infectados por esta bacteria sufrirdn Ulcera péptica y hasta un 1-3% podrian desarrollar
cancer gastrico. En conjunto en torno al 7 % de las personas podran verse afectadas por
patologia gastroduodenal relacionada con la bacteria (Torres y cols. 2005). Estas cifras
revelan la importancia de esta infeccion y justifican el interés despertado por el conocimiento
de su epidemiologia, factores ambientales de riesgo y forma de transmisién. Para intentar
aclarar algunos de estos aspectos se han llevado a cabo estudios de prevalencia
poblacional. La sistematica utilizada para su ejecucion ha sido variable y en general se ha
sustentado en el uso de pruebas no invasivas.

Los niveles de prevalencia detectados pueden verse influenciados por factores
metodoldgicos tales como el tamafio muestral del grupo estudiado y la técnica diagndstica
empleada.

Los estudios poblacionales llevados a cabo con el test del aliento presentan la
ventaja de indicar cifras reales de colonizacion mientras que la seroprevalencia solo indica

contacto con la bacteria (Sanz y cols. 2007).

Sin embargo, pese a los posibles sesgos provocados por diferencias metodolégicas,
las principales variables que influyen en la prevalencia detectada frente a esta bacteria
dependen de cuestiones externas como la edad del grupo estudiado o las condiciones
sociosanitarias. La falta de estructuras sanitarias, el hacinamiento, los bajos estandares

socioecondmicos y educativos se asocian a tasas mas elevadas de prevalencia.
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2.7.1. Rutas de transmision

Aunqgue no se conoce con seguridad el modo de transmision de la bacteria (Axon y
cols. 2006), se ha postulado que ésta puede ocurrir por las vias gastro-oral, oral-oral y fecal-
oral (Czinn y cols. 2005). Hp se encuentra con frecuencia en el vomito de las personas
colonizadas (donde puede sobrevivir durante horas). La saliva también contiene bacilos,
pero las heces so6lo albergan formas viables cuando el tracto gastrointestinal esta acelerado
(Megraud 2003).

Algunos autores apuntan que la transmision persona a persona constituye el principal
mecanismo de propagacion de la bacteria. (Pérez- Pérez y cols. 2004). Sin embargo existen
diferencias entre paises desarrollados y en vias de desarrollo. En los primeros el mecanismo
de contagio mas frecuente podria ser por contacto interpersonal directo via oral-oral,
mientras que en los segundos predominaria la ruta oro-fecal (Magalhaes y cols. 2006).

En ocasiones se ha observado la asociacion de Hp con otros enteropatégenos
(Kikuchi y cols. 2005) y con procesos de gastroenteritis (Frenck y cols. 2003). Los cuadros
diarreicos pueden facilitar la excreccién de la bacteria. Una vez fuera del tracto digestivo, el
bacilo puede mantenerse viable durante periodos cortos de tiempo. El ADN bacteriano se ha
detectado en aguas fluviales y se cree que es factible la supervivencia del microorganismo
en ambientes acuaticos (Bellack y cols. 2006), por lo que se ha planteado la posibilidad de
difusién a través de aguas contaminadas (Nurgalieva y cols. 2002). Esta forma de

transmision estaria restringida a entornos sanitarios deprimidos.

2.7.2. Distribucion de la colonizacion de Hp en el mundo

Existen dos patrones de seroprevalencia (Figura 5): el primero de ellos incluye
aquellas poblaciones con una elevada tasa de colonizacion durante la infancia y con cifras
de prevalencia préximas al 80% en la edad adulta; el segundo se caracteriza por un bajo
nivel de seroprevalencia en la nifiez junto con un incremento gradual en funcion de la edad
(Fallone y cols. 1999). El primer patrén es tipico de regiones del tercer mundo, mientras que
el segundo corresponde a paises desarrollados.
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Figura 5. Curvas de prevalencia dependiente de |la edad frente a Hp en paises desarrollados
y en vias de desarrollo.

En el caso de paises en desarrollo estas curvas muestran un incremento de la
prevalencia brusco en los primero afos de edad (superior al 50% en la infancia y la
adolescencia) seguido de un aplanamiento ya en etapas adultas. En los paises
desarrollados se observa un aumento continuo de prevalencia a lo largo de la vida (Logan y
cols. 2001). No obstante, la division entre zonas desarrolladas y no desarrolladas no
siempre coincide con una distribucién geografica estricta. En paises industrializados la
prevalencia puede ser superior entre inmigrantes provenientes de zonas desfavorecidas,
alcanzando entre miembros de comunidades especificas cifras del 95-100% (Dore y cols.
1999). Por el contrario, en naciones mas pobres la seroprevalencia en individuos
pertenecientes a una clase social urbana y acomodada presenta un patrén dependiente de
la edad, que tiende a ser similar al registrado en regiones occidentales (Alaganantham y
cols. 1999). Aunque las diferencias apreciadas entre estos estudios quiza no estén exentas
de influencias derivadas de factores metodolégicos estas variaciones parecen revelar
diferencias en los patrones de adquisicion de la infeccién en distintas zonas geograficas
(Figura 6).I
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Figura 6. Prevalencia de colonizacion por Hp en adultos en distintas partes del mundo

2.7.3. Prevalencia en Espaina

En nuestro medio, la prevalencia en individuos sanos es alta y se situa en torno al
50 % (Martin de Argila y cols. 1996). En un estudio realizado en 1997 en una muestra de la
poblacién general residente en la Comunidad de Madrid, con edades comprendidas entre 18
meses y 19 afios se comprobd que el 15,9% de los nifios menores de 4 afos habia
experimentado ya un contacto con el bacilo. Los porcentajes de seroprevalencia se elevaron
con la edad de forma que los jovenes de 10 a 19 anos presentaban el doble del valor
respecto a los menores de 4 afos. Un segundo estudio de similares caracteristicas pero con
un rango de edad mas amplio (2 a 60 afos) llevado a cabo 2 afos mas tarde en el mismo
laboratorio y empleando la misma técnica serolégica (lll Encuesta de serovigilancia de la CM
2002) nuevamente reveld un incremento de prevalencia relacionado con la edad. Estos
niveles son intermedios entre los tipicos de las regiones en desarrollo y los informados en
otras naciones industrializadas.

El crecimiento de la colonizacion edad-dependiente muy posiblemente se deba a un
efecto cohorte que refleje una caida en la tasa de adquisicion de la infeccién en las

sucesivas generaciones, a medida que las condiciones socioeconomicas han ido mejorando.

Algunos autores han comprobado niveles mayores de prevalencia entre nifios
institucionalizados (Quirds y cols. 1994).
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2.7.4. Interpretacion de los datos de prevalencia

Ciertos factores dependientes tanto del microorganismo como del hospedador
pueden influir en la evolucion de esta colonizacion hacia un estado crénico asintomatico o
hacia el desarrollo de manifestaciones clinicas. Por este motivo, los datos obtenidos a partir
de los trabajos de seroprevalencia, aunque pueden servir para clarificar la extension de esta

colonizacion, deben interpretarse con cautela.

En ocasiones se dan aparentes contradicciones entre los niveles de prevalencia y la
incidencia real de patologia digestiva (Crew y cols. 2006).

En Africa, pese a los elevados niveles de colonizacién en individuos de todas las
edades, las tasas de cancer gastrico permanecen bajas (Bravo y cols. 2006). Para explicar
esta cuestion se han postulado factores relacionados con la virulencia variable de diferentes
cepas, el polimorfismo genético humano y el tipo de dieta (Segal y cols. 2001). No obstante,
algunos autores sugieren que estas discrepancias pueden deberse a ciertos sesgos de
determinados estudios llevados a cabo en entornos muy limitados a la asistencia sanitaria
(riesgo de infradiagndstico de cancer) y una esperanza de vida corta (que evita la posibilidad
de dasarrollo de tumores en edades tardias)(Agha y cols. 2005).

En Asia, la infeccién es mas frecuente en paises poco desarrollados como India,
Bangladesh, Pakistan o Tailandia (con niveles de seroprevalencia en adultos en entre el 55 y
el 92%) (Singh y cols. 2006). Sin embargo, otras naciones como China y Japdn, con cifras
inferiores de seroprevalencia en adultos (44 y 55%, respectivamente), presentan unas
mayores tasas de cancer gastrico (32-59 y 80-115 por 100000 habitantes. Una posible
justificacion para estos hechos vendria dada por diferencias en la virulencia de las distintas
cepas (prevalencia de cepas CagA positivas). Mientras que en Japdn casi la totalidad de los
pacientes infectados lo estan por cepas Cag A positivas, en naciones occidentales una
considerable proporcion de estos casos esta originado por CagA negativas (Danesh y cols.
2000). Dado que tanto la mayoria de los que sufren procesos menos graves (gastritis, Ulcera
gastroduodenal o gastrica) como los que presentan cuadros malignos albergan cepas CagA
positivas esta hipotesis también ha sido cuestionada (Chiba y cols. 2006).

Es previsible que haya una tendencia al descenso de la prevalencia de la infeccion
por Hp esto sélo se podra lograr si se favorecen las transformaciones globales que propicien
un desarrollo sanitario, social, econémico y cultural que interfiera en la transmision de la

bacteria.
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2.8. Diagnéstico de la infeccion

La colonizacién por Hp puede determinarse mediante métodos invasivos (que
requieren realizacion de endoscopia con toma de biopsia gastrica) o no invasivos (métodos
para los que no se requiere realizacion de endoscopia).

A la hora de elegir uno u otro método hay que tener en cuenta el fin (epidemiolégico,
diagnéstico o de seguimiento), el centro sanitario en el que nos encontraremos (experiencia
del personal y disponibilidad de medios) y caracteristicas del paciente (prevalencia de Hp en
la poblacién, edad del paciente, medicacién previa, etc). Mientras que todos los métodos
pueden servir para constatar la colonizacion por Hp (con diferentes porcentajes de
sensibilidad y especificidad), la endoscopia con toma de biopsia para estudio histolégico
permitira ademas diagnosticar la enfermedad. Por otra parte, el cultivo es imprescindible
para poder conocer la sensibilidad de los antimicrobianos con el fin de aplicar el tratamiento
mas efectivo en cada paciente, y también para conocer los porcentajes de sensibilidad en
cada poblacién (Alarcon y cols. 1999).

2.8.1. Métodos invasivos

Histologia y visién macroscépica

El estudio histolégico de la biopsia permite conocer las lesiones de la mucosa
ademas de detectar la infeccién

La confirmacion histolégica de la inflamacion de la mucosa es fundamental para el
diagnostico de la gastritis y su clasificacion. Ademas permite detectar zonas de metaplasia
intestinal (Correa y cols. 1999).

La técnica de tincion es facil, rapida, de bajo coste y de alta utilidad en el estudio de
la infeccion por el microorganismo. Se han utilizado diferentes tinciones como la de Gram,
Giemsa, Carbolfuchina, o tinciones inmunohistoquimicas. La visidon microscépica tiene una

sensibilidad y especificidad menor que la del cultivo (Lépez Brea y cols. 2007)

Recientemente se ha utilizado hibridacion in situ que permite detectar a la bacteria y
la resistencia a claritromicina directamente en las biopsias gastricas (Morris y cols. 2005).

Se ha descrito la posible observacién in vivo de Hp durante la endoscopia, mediante
endomicroscopia confocal, que permite observar a la bacteria en su nicho natural (Kiesslich
y cols. 2005)
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La mejor muestra para el estudio histoldgico es la biopsia del antro gastrico. Se
recomienda también una muestra de cuerpo gastrico o de la zona de transicion si el

paciente ha tomado ultimamente medicacion supresora de acido.

Prueba de la ureasa

Esta enzima le capacita a la bacteria para la colonizacién y para la persistencia en la
cavidad gastrica. La prueba de la ureasa permite detectar la presencia de la descomposicion
de la urea en anhidrido carbénico y amoniaco, que se demuestra con un cambio de color en

el medio, ya que contiene un indicador de pH.

La prueba de la ureasa rapida se puede realizar directamente con la muestra de
biopsia gastrica, existen diferentes reactivos comerciales que contienen urea a diferentes
concentraciones y un indicador de pH y varian en el disefio (Morio y cols. 2004).

Los resultados de sensibilidad y especificidad son en general superiores al 80% vy
90%. La seguridad diagnéstica de la prueba depende del niumero de muestras de la
localizacion de la biopsia utilizada, de la carga bacteriana y del tratamiento previo con
antibioticos o con inhibidores de la bomba de protones, ademas de la prevalencia de Hp en
la poblacién (Tseng y cols. 2005).

Cultivo de Helicobacter pylori

El aislamiento mediante cultivo es el método mas especifico en el diagndstico del
microorganismo y presenta ventajas, como permitir el estudio de sensibilidad a los diferentes
antimicrobianos, la caracterizacién de factores de virulencia y la posibilidad de tipado de
cepas con fines epidemioldgicos. No obstante, su sensibilidad varia en relacién con la
recogida, transporte y almacenamiento de la muestra, los medios de cultivo utilizados y las
condiciones de incubacién. Hp es un microorganismo labil y el procesamiento de la muestra
debe realizarse de una forma rapida una vez que ha sido obtenida (Ndip y cols. 2003).

Es capaz de desarrollarse en distintos medios de cultivo, si bien requieren
suplementos como sangre y derivados (Jiang y cols. 2000). Para evitar los contaminantes
que pueden acompanar a Hp en la biopsia es necesaria la utilizacion de antimicrobianos.

Es una bacteria microaerofilica que requiere para su crecimiento una atmaésfera con
las siguientes caracteristicas: 5-10% de Oz, 5-10% de CO2 y 80-90% de N2 a 35-37°C con

una humedad del 95%.
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La identificacion se realiza mediante visién en fresco con un microscopio de contrate
de fases para ver la morfologia, o bien mediante tincion de Gram. Las pruebas positivas de
catalasa, ureasa y oxidasa confirman la identificacion como Hp.

La muestra mas habitual para el cultivo es la mucosa gastrica pero también se han
utilizado otras como jugo gastrico, la prueba del hilo (string test) o vomitos. Puntualmente
también se ha cultivado de muestras extragastricas como placa dental, eséfago, recto y
vejiga urinaria.

Métodos moleculares

En los ultimos anos se han desarrollado numerosas técnicas que permiten detectar
la presencia de ADN de Hp directamente en la biopsia gastrica, pero también en otro tipo de
muestras como heces, saliva o agua (Simala-Grant y cols. 2004).

La mayoria de las técnicas se basan en la PCR tanto clasica como en tiempo real y
presentan diferentes objetivos de diagnéstico, siendo los fundamentales los siguientes:

- Deteccion de genes especificos de la bacteria.

- Deteccion de factores de virulencia.

- Deteccidon de mecanismos de resistencia.

- Como métodos de tipado para comparar aislamientos cultivados del mismo paciente
o de familiares (Prouzet-Mauleon y cols. 2005).

2.8.2. Métodos no invasivos

Son de gran utilidad en la evaluacion del seguimiento del tratamiento y en estudios
epidemioldgicos.

Determinacion de anticuerpos

Hp provoca una respuesta inmunitaria, tanto local como sistémica, que comienza con
un aumento transitorio de Ig M, y posteriormente un aumento de Ig G e Ig A que persisten
durante la infeccion.

Existen numerosos métodos serolégicos para detectar anticuerpos anti- Helicobacter,
principalmente Ig G. Los resultados pueden variar de acuerdo con la clase de antigeno y la
técnica seroldgica que se utilice, pero ademas dependen del método diagndstico
considerado como referencia, asi como de la poblacién estudiada (Marchildon y cols 2003).
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Ademas la presencia de anticuerpos en suero no permite distinguir infeccion actual y
antigua.

Se han utilizado varias clases de antigenos, que van desde células enteras o
sonicadas hasta antigenos parcial o altamente purificados (ureasa, etc.). La deteccion de
anticuerpos especificos contra algunas proteinas del microorganismo, como CagA y VacA
puede tener especial interés en estudios sobre virulencia. Puesto que la deteccion de
anticuerpos depende del antigeno utilizado, considerando la heterogeneidad genética de Hp
y las variaciones geograficas, algunos autores recomiendan el uso de mezclas de antigenos
procedentes de varias cepas para mejorar la sensibilidad de estas técnicas asi como su
valoracién en cada medio.

La técnica mas utilizada es el EIA cuantitativo, que permite, ademas del diagndstico
primario, la monitorizaciéon del tratamiento, aunque se deben analizar simultdneamente los
dos sueros del paciente (pre y postratamiento) y se observara un descenso significativo en
el titulo de anticuerpos después de 3-6 meses de tratamiento si se ha producido la
erradicacion.

Los métodos seroldgicos cualitativos muestran peores resultados y los métodos

rapidos no se recomiendan.

Las técnicas que detectan anticuerpos en saliva y en orina son atractivas, ya que
estas muestras son faciles de obtener, pero en ellas, la concentracion de anticuerpos es
mas baja que en suero. Los resultados prometedores de algunos trabajos no se han

confirmado en estudios multicéntricos por lo que no se recomiendan en el diagndstico.

Los métodos basados en la técnica del Western Blot se utilizan para el estudio de la
respuesta frente a antigenos concretos, como CagA y VacA (Lopez- Brea y cols.
Procedimientos en Microbiologia Clinica. SEIMC).

Prueba del aliento (Urea Breath Test:UBT)

Es un método indirecto para detectar la ureasa de Hp. Si la bacteria se encuentra en
el estomago, va a hidrolizar la urea ingerida previamente (marcada con '°C o '#*C) y se va a
liberar CO2 marcado que se absorbe, difunde a sangre, es transportado a los pulmones y
liberado con el aliento. Se considera uno de los métodos no invasivos mas seguros. La
descripcion del método se realizé utilizando un isétopo radioactivo ('#C) pero actualmente se
realiza con isétopo no radioactivo ('3C). Algunas condiciones en la realizacion de la técnica
no estan completamente estandarizadas como el tipo de comida, la dosis de urea, el tiempo
en el que se recogen las muestras o incluso el punto de corte (Pathak y cols. 2004).
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El test del aliento indica una colonizacion actual por parte de la bacteria, ya que en
una infeccion pasada el resultado seria negativo. Por esto es util en el seguimiento del
tratamiento realizado de 4 a 6 semanas después de finalizado.

El método tiene una excelente sensibilidad y especificidad para el diagndstico.
Ademas es una prueba global que valora la presencia de Hp en todo el estdbmago, no es
dependiente de las condiciones de transporte de la muestra, ni de la experiencia del

personal técnico.

Recientemente, se esta utilizando un analizador de espectrofotometria de infrarrojos
que permite la realizacion de la técnica en la consulta del clinico en pocos minutos y los
resultados se correlacionan con los obtenidos mediante espectrofotometria de masas (Kato
y cols. 2004)

Antigeno en heces

Es un método directo que permite la deteccion de antigeno de Hp en muestras de
heces (Andrews y cols. 2001). Existen varios sistemas comerciales que permiten detectar la

presencia de antigeno en heces con anticuerpos policlonales o monoclonales.

Se ha descrito como una técnica valida para establecer el diagndstico inicial, verificar
la eficacia del tratamiento en las cuatro o seis semanas posteriores a su realizacion y
comprobar la reaparicibn de una infeccion. Se trata de un ensayo cualitativo (no
cuantitativo). La técnica aporta una informacion muy valiosa por la facil obtencion y
conservacion de las muestras, se puede realizar en cualquier laboratorio de microbiologia y
no necesita la colaboracién del paciente (como en el caso de la prueba del aliento). Es muy
util en nifos pequefios. Puede utilizarse tanto para el diagnéstico de colonizacion por Hp
como para el seguimiento después del tratamiento erradicador.

El primer kit comercializado (Premier Platinum HpSA) es un ELISA con anticuerpos
policlonales. Posteriormente se desarrollé un ELISA basado en anticuerpos monoclonales
(Amplified IDEIA HpStAR o Femtolab).

Actualmente también existen ensayos rapidos de inmunocromatografia basados en
anticuerpos monoclonales, que tienen la ventaja de ser rapidos (en 10 minutos) y faciles de

realizar.

Los kits que utilizan anticuerpos monoclonales presentan mejores resultados de
sensibilidad (de 88% a 98% segun los estudios).
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Por lo tanto, en funcion de los estudios actualmente disponibles, el sistema mas
recomendable es el sistema de EIA con anticuerpos monoclonales por sus mejores
resultados en cuanto a sensibilidad de la técnica y por la buena reproducibilidad (Lopez Brea
y cols. 2007).

2.9. Tratamiento

En general se recomienda que una vez determinada la colonizacién por Hp, el
tratamiento debe ser ofrecido a todos aquellos pacientes que presenten sintomas
gastroduodenales, aun en ausencia de enfermedad ulcerosa. Si ésta existiera la indicacién
seria absoluta (American Gastroenterogical Association. 1998).

Es aconsejable la realizacion previa de endoscopia con toma de biopsia para
histologia y cultivo microbiolégico con estudio de resistencias antibidticas, lo que facilitara la
instauracion de un tratamiento correcto desde la primera pauta.

El hallazgo de gastritis por Hp en ausencia de Ulcera péptica y de sintomatologia
especifica, durante la realizacion de una endoscopia por otro motivo, supone un dilema para
el digestivo. En esta situacion no existe evidencia de beneficio para el paciente (Lopez- Brea
y cols. 2007).

Se ha especulado con la relacién entre el reflujo gastroesofagico y la colonizacion
por Hp y sobre la conveniencia de tratar previamente el reflujo antes que la infeccién. En la
actualidad se acoseja erradicar la bacteria previamente a la instauraciéon de tratamiento
prolongado con inhibidores de la bomba de protones (IBP) (Moayyedi y cols. 2006)
(Greenwald y cols 2004)

El tratamiento de los familiares colonizados asintomaticos como prevenciéon de
colonizaciones posteriores ha sido recomendado por algunos autores sin que exista
evidencia de su beneficio.

El tratamiento ideal es aquel que consigue tasas de erradicacion elevadas,
superiores al 90%, de corta duracion para asegurar el cumplimiento y con minimos efectos

secundarios.

El tratamiento para Hp es la triple terapia que consiste en la administracion
combinada de dos antibidticos y un antisecretor o sales de bismuto (Collins y cols. 2006).
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La combinacién de omeprazol, amoxicilina y claritromicina es la primera pauta de
eleccién en adultos, con tasas de erradicacidn en los primeros estudios en torno al 90, pero
que han disminuido claramente en los ultimos anos. Hay estudios que corroboran una
relacion directa entre sensibilidad a claritromicina y tasa de erradicacion. Esta puede ser la
explicacion de los mejores resultados que se obtienen con pautas que combinan
metronidazol o tinidazol (Martinez 2007).

La respuesta a la terapia se ve influida por la duraciéon de la misma. En general, los
mejores resultados se han obtenido con pautas de dos semanas, aunque existen
discrepancias en este sentido, habiéndose obtenido resultados aceptables con pautas de
una semana de duracion.

La respuesta al tratamiento debe ser monitorizada con el test del aliento realizado
entre las cuatro y ocho semanas después de la finalizacién del mismo.

En el caso de fracaso terapéutico, sera la presencia o no de sintomatologia digestiva
la que indique la instauracion de una segunda pauta de tratamiento.

El aumento de resistencias contra el limitado nimero de antibiéticos utilizados en el

tratamiento de la infeccion compromete el éxito terapéutico.

La adicion de un IBP sigue siendo objeto de controversia. Determinados estudios
sugieren que la adicién de éstos potencian la accion antibidtica; sin embargo, en otros
trabajos, no se han demostrado diferencias entre tratar con dos antibiéticos solamente o en
combinacion con un antisecretor (Martinez 2007).

En el caso de fracaso del tratamiento con persistencia de la sintomatologia o en caso
de enfermedad ulcerosa previa es obligatorio repetir el tratamiento. De forma empirica se
puede utilizar una combinacion antibidtica no realizada previamente, pero es preferible en
esta situacion realizar endoscopia con toma de biopsia para cultivo de y estudio de
resistencias antibioticas. El tratamiento orientado garantiza un mayor porcentaje de éxito
terapéutico.

Otra de las razones de fracaso es la falta de adhesion al tratamiento.
Algunos de los antibidticos efectivos frente a Hp son: tetraciclina, quinolonas,

rifampicina y rifaximina (Quesada y cols. 2004).
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Las quinolonas, como el ciprofloxacino pueden tener indicacion en las pautas de
rescate. La rifamixina es un nuevo antibidtico semisintético derivado de la rifampicina, que
ha demostrado buena actividad tanto in vivo como in vitro frente a esta bacteria, sin efectos
secundarios en tratamientos cortos y que puede ser utilizado en tratamientos de rescate
(Gasbarrini y cols. 2006).

Se ha propuesto el uso de probidticos de cara a conseguir un aumento de la tasa de
erradicacion de Hp y en los ultimos afos se han multiplicado los estudios en este campo
(Dixon vy cols. 2003).

Se ha demostrado que Lactobacillus reuteri posee una proteina en su superficie
celular que inhibe la unién de Hp a los receptores de glicolipidos de membrana, lo que da
lugar a una competencia con el receptor que impide la colonizacion (Mukai y cols. 2002).

Estudios clinicos han demostrado la disminucion de los valores de Urea C' tras la
administracion de Lactobacillus acidophilus y la erradicacién de la bacteria en 6 de 14
pacientes a los que se administré solamente este probidtico. Resultados similares se han
comunicado tras la administracion de Lactobacillus gasseri (Gotteland y cols 2006).

La interaccion entre Hp y Clostridium butyricum se ha estudiado in vitro e in vivo en
animales de experimentacion, demostrandose un efecto bactericida del acido butirico sobre
Hp superior al de otros acidos organicos y que conlleva la curacién de la infeccidn cronica
tras la administracién de C. butyricum durante cinco semanas (Quasim y cols. 2002).

En este mismo sentido concluyen determinados estudios realizados con L.
acidophilus anadidos al yogur en el que obtuvieron disminucién del crecimiento de colonias
de Hp.

Se ha demostrado la actividad in vitro de Bacillus subtilis frente a Hp, debido a la
produccion de anticoumacina A, una sustancia con propiedades antibidticas y efecto
antiinflamatorio (Canducci y cols. 2002).

Por otra parte, en trabajos publicados se ha descrito que la adicién de yogur
conteniendo Lactobacillus y Bifidobacterium a la triple terapia convencional mejora de forma
muy significativa la tasa de erradicacion (98 frente a 78) (Wendakoon y cols. 2002).

Ademas, numerosos estudios demuestran que la utilizacion de probidticos como
Lactobacillus spp y Sacharomyces boulardii previenen de forma significativa la aparicion de
efectos colaterales durante el tratamiento (Cremonini y cols. 2002).
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3. MATERIAL Y METODOS



3.1. Poblacion estudiada

Participaron en nuestro estudio 53 alumnos de primer curso (grupo 1) y 41 de quinto
curso (grupo 2) de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Granada y 40 alumnos
de la misma Universidad no relacionados con el ambito sanitario como grupo control (grupo
3), con una edad comprendida entre los 18-19 afos, los del grupo 1 y 22-25 los de los
grupos 2 y 3. La recogida de muestras y de datos se efectudé durante el curso académico
2006/2007.

A todos los participantes que se ofrecieron voluntariamente a colaborar en el trabajo
de investigacion, se les informé del propdsito del estudio y de las condiciones necesarias
para formar parte de él. Ellos dieron su consentimiento por escrito. En todos los casos se

contd con la autorizacién expresa de los decanos de los centros universitarios implicados.

3.2. Métodos

A todos los pacientes se les realizd un cuestionario, una exploracién bucodental y se
les tom6 muestra de heces para deteccion de antigeno de Hp, muestra de sangre para la
deteccién de anticuerpos totales y anticuerpos tipo Ig A en suero y se les sometio al test del
aliento. A los resultados obtenidos se les aplico los métodos estadisticos oportunos.

3.2.1. Encuesta

A todos los alumnos que participaron en el estudio se les plantearon una serie de
cuestiones; ademas de datos personales, se les pregunté sobre posibles factores de riesgo
para ser colonizado por Hp y por situaciones en las que podrian verse alterados los
resultados y en su caso el paciente seria excluido, como por ejemplo tomar antibiéticos dos
semanas antes del examen. En la Figura 7 se refleja el cuestionario que se pasé a los
participantes del estudio.
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LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA INVESTIGACION
DE Helicobacter pylori

1- Nombre:

2- Apellidos:

3- Fecha de nacimiento:

4- Sexo: Femenino Masculino

5- Curso de la titulacion que esta realizando que cursa:

6- Afo en que empez6 la licenciatura:

7- Afos de practicas clinicas ( si procede):

8- Haga una cruz si padece alguna de estas enfermedades:

o Gastritis

Ulcera péptica

Carcinoma gastrico

Diabetes

VIH

Ulceras orales aftosas
Anemia por déficit de vitamina B12

O0OO0O0O0O0O0

9- s Padece alguno de sus familiares cercanos o su pareja una enfermedad
gastrointestinal? En caso afirmativo indique quién y cual:

10- Haga una cruz si ha tomado las dos ultimas semanas alguno de estos
medicamentos:

o Antibidticos

o Inhibidores de la bomba de protones

o Sales de bismuto

o Warfarina

o Digoxina

o Cisapride

o Antihistaminicos

o Teofilinas

11- ¢ Es alérgico a alguno de estos medicamentos?
o Macrolidos

o Inhibidores bomba de protones

o 5-Nitroimidazol

12- ; Esta tomando algun otro medicamento?  Cual?

13- ¢Es grupo sanguineo B?

14-; Fuma? no si
(Considere si, si fuma 10 o mas cigarrillos al dia)
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15- Bebe: no
(Considere si, si bebe mas de 33 cl de cerveza o similar al dia)

16- ¢ Se cepilla los dientes?
no regularmente
una vez al dia
dos o0 mas veces al dia

17- ¢ Utiliza aparatologia de ortodoncia?

Si
No

Las muestras recogidas sdlo serviran para investigar H. pylori. Los datos personales y
resultados se conservaran en la mas estricta confidencialidad. Los participantes
podran obtener un informe de la analitica llevada a cabo debidamente firmado y
sellado por el director del trabajo y el director de | a catedra correspondiente.

Gracias por participar en este estudio:
José Liébana Urefa - Microbiologia.
Maria Andrades Ortega

Figura 7. Cuestionario
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3.2.2. Exploracién bucodental

A todos los alumnos se les efectudé una exploracion bucodental en la propia Facultad
de Odontologia, en el gabinete de Propedéutica (Figura 8). ElI material que se utilizé
consistia en guantes y mascarillas desechables, servilletas de papel, sondas de exploracion
periodontal, espejos y revelador de placa (Figura 9).

Figura 8. Exploracion bucodental

Figura 9: Material para la exploracion bucodental
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Todas las exploraciones se realizaron por dos odontélogos (A) y (B). La
concordancia de los resultados se evalué con el indice Kappa, se obtuvieron unos
resultados superiores a 0,80, lo que indica que la concordancia fue buena.

Las variables que se estudiaron en la exploracion oral fueron el indice de placa y el
indice gingival.
A. indice de placa (IP) (O’Leary y cols 1972)

Para calcular el indice de placa, los alumnos masticaron una tableta de eritrosina 12

mg. (plac-control) ( Figura 10) hasta su total disolucién. La existencia de placa se pone de
manifiesto porque ésta se tifie de rojo (Figura 11).

Figura 10. Revelador de placa bacteriana
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Figura 11. Placa tefida de rojo

Para calcular el indice de placa se anotd la presencia o ausencia de placa en las

caras mesial, distal, vestibular y lingual. La puntuacién final se determind contando el

numero total de caras con placa, dividido entre la cantidad total de caras presentes en la

boca y multiplicado por 100 (Figura 12).

IP: indice de placa simplificado

oD

®
)
Valoracion

Numero de lugares con placa
~ Nudmero de lugares de medicion

- No hay placa en el margen
gingival (no anotado)
+ Placa en el margen gingival

AR
FHTRIT R %

57
x 100 Ejemplo: PE x 100 = 46 %,

Figura 12. Calculo del indice de placa
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B. indice gingival. (Ainamo y Bay, 1975)

Se observo si las cuatro superficies dentales sangraban al sondaje (Figura 13). De
esta manera, la afectacion por gingivitis pudo expresarse porcentualmente (Figura 14).

Figura 13. Sangrado gingival

BOP: Hemorragia al sondaje
- No hay hemorragia tras
el sondaje (no anotado)
+ Hemorragia tras el sondaje

Valoracion

BOP - Numero de lugares con hemorragia
~ Numero de lugares de medicion

71
1 j D — =579
x 100  Ejemplo Ty 100 =57 %

Figura 14. Calculo del indice gingival
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3.2.3. Deteccion de antigeno de Hp en heces

Las técnicas inmunocromatograficas utilizadas de deteccién de antigenos permiten
comprobar la presencia de microorganismos o de fragmentos de los mismos en las
muestras clinicas. Su desarrollo se inicié con el propdsito de poder acelerar el diagndstico
de las enfermedades. Son técnicas especialmente utiles en aquellos casos en que el

microorganismo causal crece lentamente o bien, no lo hace en los medios de cultivo.

Estas técnicas inmunocromatograficas se fundamentan en la afinidad antigeno-
anticuerpo. De forma que si se dispone de anticuerpos especificos se pueden detectar los
antigenos correspondientes. Los anticuerpos especificos empleados en estas técnicas son
obtenidos como antisueros de animales inmunizados, que serian anticuerpos policlonales, o
por produccion in vitro mediante hibridomas con la obtenciéon de anticuerpos monoclonales.
Estos ultimos pueden utilizarse solos o combinando diferentes anticuerpos dirigidos contra
dos o mas epitopos diferentes.

Fundamento de la Inmunocromatografia:

Sobre una membrana de nitrocelulosa o nylon se encuentran absorbidos en la linea
de reaccion anticuerpos contra el antigeno que se investiga y sobre la linea control
anticuerpos anti-conjugado, de forma que cuando la muestra contiene antigeno, este fluye
por la membrana quedando retenido en la linea de reaccion. El conjugado, que también es
un anticuerpo especifico frente al antigeno que se investiga, estd marcado con una molécula
de oro coloidal, que también fluye por la membrana, es retenido por el antigeno en la linea
de reaccion y por el anticuerpo en la linea control (Figura 15). En el caso de muestras
negativas que no contienen antigeno, el conjugado es retenido unicamente en la linea
control. Hemos empleado dos técnicas de deteccion de antigeno.
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Figura 15. Fundamento de la inmunocromatografia

En nuestro estudio se han empleado 2 técnicas inmunocormatograficas para
deteccién de antigeno de Hp en heces.

A. Técnica 1. Inmunoensayo rapido de flujo lateral

Esta técnica permite detectar antigenos de Hp en la materia fecal humana.
(ImmunoCard STATI®HpSA® (Ref 750720) Meridian Bioscience ® Inc. Milan. Italia.)

Procedimiento:

1. Antes de empezar, los reactivos y las muestras se atemperan hasta alcanzar la
temperatura ambiente (Figura16).
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Figura 16. Dispositivos necesarios para la inmunocromatografia

2. Se toma con un aplicador adjunto a la tapa del frasco una pequefia porcién de heces
(aproximadamente 5-6 mm de diametro).

3. Se agita durante 15 segundos (Figura 17).

Figura 17. Dispersion de la muestra en el diluyente mediante agitacion automatica
4. Se rompe la punta del frasco de diluyente de la muestras y se afaden 4 gotas en la
ventana redonda indicada por una flecha (Figura 18).
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Figura 18. Adicion de la muestra al dispositivo de reaccion

5. Se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos.

6. Se leen los resultados 1 minuto después.

Interpretacion de los resultados:

Resultado negativo: Aparece una linea azul (linea de control) en la ventana del dispositivo
contigua a la letra "C" (Figura 19).

Figura 19. Resultado negativo

Resultado positivo: ademas de la linea azul (Linea de Control), aparece también otra de
color rojo (linea de resultado) en la ventana del dispositivo contigua a la letra “T” (Figura 20).
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Figura 20. Resultado positivo

B. Técnica 2. Inmunocromatografia de un solo paso

Permite la deteccién cualitativa de Hp en heces. (Letitest (ref PG820127F)
Letidiagnosticos. Madrid.)

Procedimiento:

1. Se toma una pequena cantidad de heces con el aplicador y se introduce en el tampén

cerrando el tubo.

2. Se agita el tubo de dilucion de la muestra para asegurar una buena dispersion
(Figura 21).

Figura 21. Agitacion automatica del tubo de dilucion con la muestra

4. Se depositan 5 gotas en la ventana de adicién de la muestra (Figura 22)
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Figura 22. Adicion de la muestra

5. Se leen los resultados a los 10 minutos

Interpretacion de los resultados

Negativo: Una sola linea de color rojo aparece en la ventana central del
dispositivo de reaccién, en la zona marcada con la letra “C” Figura 23).

Positivo: Ademas de la linea de control rojo, también aparece otra en la zona
marcada con la letra “T” (Figura 23).

Figura 23. Resultado negativo y positivo
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3.2.4. Deteccion de anticuerpos frente a Hp en suero

Todos los sueros de los participantes en el estudio fueron testados por
una técnica de aglutinaciéon que detecta anticuerpos totales (Helicogen) y los
positivos se procesaron por una técnica de enzimoinmunoensayo para

determinar la existencia de anticuerpos Ig A.

A. Deteccion de anticuerpos totales

Todos los sueros de los participantes en el estudio fueron testados por
una técnica de aglutinacion que detecta anticuerpos totales (Helicogen) y los
resultados positivos se procesaron por una técnica de enzimoinmunoensayo

para determinar la existencia de anticuerpos Ig A.

Fundamento

Si en el suero existen anticuerpos se uniran al reactivo constituido por
una suspension desecada de particulas de latex de poliestireno de tamafio
uniforme sensibilizadas con antigeno de Hp. Si debido a la presencia de
anticuerpo anti-Hp en el suero se produce la unidon Ag-Ac la suspension de latex
pierde su aspecto uniforme haciéndose evidente una clara aglutinacion.

Pr imiento:

1. Se dejan que los reactivos alcancen la temperatura ambiente.

2. Se pipetean 30 yl de tampdn de dilucion junto a la gota de latex desecado.

3. Se dosifican 10 yl de suero directamente sobre la gota de tampdn de dilucion.
Se mezcla bien aspirando y expulsando como minimo cinco veces con la
misma pipeta y se dosifica una gota de cada control junto a la gota de

reactivo latex desecado.

4. Se agita el portaobjetos en un agitador rotatorio (80-100 rpm) durante 3
minutos.

5. Se observa la presencia o ausencia de aglutinacion



Interpretacion de los resultados:

Resultado positivo: presencia de aglutinacién. Esto indica un nivel detectable de
anticuerpos especificos anti-Hp en el suero, pero no distingue entre la forma
activa o pasiva de la enfermedad o una colonizacién del paciente. Un resultado
positivo no indica necesariamente un trastorno gastrointestinal.

Resultado negativo: ausencia de aglutinacién, indica que el paciente no tiene
niveles detectables de anticuerpos especificos anti-Hp. Esto puede suceder
cuando se analiza un paciente en una fase precoz del desarrollo de la
enfermedad, antes de que se haya producido la respuesta inmunoldgica.

B. Deteccion de anticuerpos tipo Ig A

Se realizé6 mediante una técnica de de ELISA para la deteccion cualitativa
y cuantitativa de anticuerpos Ig A anti-Hp en suero humano (bioelisa
HELICOBACTER IgA (Ref 3000-1142) Biokit S.A. 08186 Llica d’Amunt.
Barcelona).

Fundamento

Es un test de ELISA para la detecciéon cualitativa y cuantitativa de
anticuerpos Ig A Anti-Hp en suero humano.

Se afnaden muestras diluidas de suero en los pocillos de una microplaca
recubiertos con antigenos de Hp y se incuban. Si la muestra presentaba
anticuerpos anti-Hp, éstos se combinan con los antigenos fijados al pocillo. A
continuacion, se lavan los mismos para eliminar la muestra residual y se anaden
anticuerpos  anti-lgA humanos marcados con una enzima (conjugado). El
conjugado se fijara a las IgA anti-Hp que se han unido a los antigenos del pocillo
durante la primera incubacion. Se lava nuevamente el pocillo para eliminar el
material no unido y se incub6 con sustrato de enzima conteniendo cromégeno.
Esta solucion desarrollara un color azul si la muestra presentaba IgA anti-Hp que
cambia a amarillo al parar la reaccion mediante la adicién de sulfurico. La
intensidad del color es proporcional a la cantidad de IgA anti-Hp presente en la
muestra. La concentracion de anticuerpos en la muestra puede determinarse a

partir de una curva de calibracion.
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Procedimiento:

1. Se pipetean 100 yl de cada calibrador en dos pocillos de la microplaca.

2. Se pipetean 100 pl de cada muestra diluida en los pocillos correspondientes.
Se deja vacio un pocillo para el blanco del sustrato.

3. Se cubre la placa con una ldmina adhesiva y se incuba durante 45 minutos a
37 °C.

4. Se desecha la lamina adhesiva. Se aspira el contenido de los pocillos y se
llenan completamente con solucion de lavado diluida. Se repite el proceso de
aspiracioén y lavado 3 veces mas. Después del ultimo lavado se golpea la placa
invertida sobre el papel absorbente para eliminar cualquier exceso de liquido en
los pocillos.

5. Se transfirieren 100 ul de conjugado a cada pocillo, a excepcién del destinado
al blanco de sustrato.

6. Se cubre la placa con una lamina adhesiva incubar durante 45 minutos a
37°C.

7. Se desecha la lamina adhesiva. Se aspira y lava la placa como en el punto 4.

8. Se afiaden 100 ul de sustrato a todos los pocillos, incluso el blanco.

9. Se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente.

10. Se anaden 100 pl de solucion de parada a cada pocillo guardando la misma

secuencia y con los mismos intervalos que en la adicion del sustrato.

11. Se ajusta el cero del lector de microplacas con el pocillo del blanco a 450 nm
y se lee la absorbancia de cada uno de los pocillos en el plazo maximo de 30
minutos. Se recomienda hacer la lectura biocromatica utilizando un filtro de
referencia de 620-630 nm.
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Interpretacion de los resultados:

Se calcula la absorbancia promedio del calibrador numero 2. El valor que se
obtiene es el umbral.

Resultado positivo: las muestras que presenten un valor de absorbancia igual o
superior al valor umbral.

Resultado negativo: las muestras que presenten un valor de absorbancia inferior

al valor umbral.
3.2.5. Test del Aliento

Se uso el kit comercializado UBTest de Otsuka Pharmaceutical S.A. (ref.
918615) (Figura 24).

/ Breath Bag
I-.-_,,.“
/=

Figura 24. Material necesario para la realizacién del test del aliento

Los alumnos acudieron por la manana a la realizacion de la prueba, en
ayunas por un minimo de 8 horas. Se les hizo descansar durante diez minutos
antes de la prueba y durante el transcurso de la misma permanecieron
sentados.
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Metodologia

1. Se toma una primera muestra para lo cual se expulsa el aire expirado a través
de una pajita en un tubo exetainer, hasta la aparicién de aire condensado en el

interior.

2. A continuacién se les administra una solucion de 4,2 gr de acido citrico
disuelto en agua, con un edulcorante para mejorar el sabor. Con esta solucién se

toma un comprimido de urea marcada.

3. Después de la ingestidn, se enjuaga la boca 2 6 3 veces con agua con el fin
de eliminar cualquier cantidad residual de 13C-Urea en la boca.

4. Se cambia de posicion a decubito lateral izquierdo durante 5 minutos y
posteriormente permanecen sentados hasta el segundo muestreo.

5. Transcurridos 20 minutos de la ingestion de la solucion, se recoge la segunda
muestra respiratoria en la bolsa debidamente etiquetada.

Interpretacion de los resultados

Las bolsas utilizadas en la prueba se enviaron a Barcelona al laboratorio
Otsuka Pharmaceutical S.A. La lectura de una muestra basal y otra posterior, se
realiza por espectrometria de masas. El resultado se expresa en unidades delta,
que es el tanto por mil de la relacion 13C/12C de la prueba respecto a unos
valores de referencia. Esta relacién se obtiene al inicio de la prueba y después
de la ingesta de la urea marcada, siendo el resultado final la diferencia entre
ambos. Valores superiores a 5 unidades delta se consideran positivos.

3.2.6. Métodos estadisticos

El estudio realizado es un estudio transversal, basado en distintos grupos
poblacionales de alumnos de la Universidad de Granada.

Para los test estadisticos realizados se ha utilizado el programa SPSS
version 14.0 . Se han elegido los test estadisticos paramétricos, en todos los
contrastes de hipdtesis, bien porque se cumplia la condicién de distribucion
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normal de las variables aleatorias en estudio o bien porque la muestra a estudio

presentaba un tamafo mayor de 30.
Los test estadisticos empleados en el contraste de hipétesis fueron:

o Indice kappa: cuando se trata de medir el grado de acuerdo entre

varios métodos cuando las variables cualitativas son dicotdémicas.

o t- Student: cuando una variable aleatoria era cualitativa dicotémica

y la otra cuantitativa

o Chi- Cuadrado de Pearson: cuando ambas variables aleatorias eran
cualitativas, con dos 0 mas categorias.

o Test exacto de Fischer: cuando las variables son cualitativas y la
muestra es pequefa.

o Analisis de correlacion de Pearson y curva de regresiéon cuando las

variables eran cuantitativas.
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4. RESULTADOS



4.1. Grupo 1. Alumnos de primer curso de Odontologia

Datos epidemiolégicos

Formado por 53 alumnos pertenecientes al primer curso de

la facultad de

Odontologia de los cuales 38 eran mujeres y 15 hombres con una edad media de 18,2 afos.

A través de una encuesta se recogieron distintas variables como: edad, sexo,

antecedentes familiares de enfermedad gastrica, presencia de grupo sanguineo B, el

consumo de tabaco (considerandose fumador aquel que fuma mas de 10 cigarrillos al dia),

el de alcohol (considerandose bebedor aquel que bebe mas de 33 cl de cerveza al dia) y la

utilizacién de ortodoncia. Los datos de las variables quedan recogidas en la tabla 1y en la

tabla 2 se expresan los porcentajes obtenidos en cada variable para este grupo.

Tabla 1. Datos epidemiolégicos del grupo 1

Numero | Sexo | Edad Ar;;erﬁﬁg ?gées sancg-;‘[il;r?go B Fumador C;%nzltggédoc:r Ortodoncia
1 M 18 NS/NC SI NO NO NO
2 F 18 NS/NC NO NO NO NO
3 F 19 SI Sl Sl Sl Sl
4 F 18 NS/NC NS/NC NO Sl SI
5 F 18 NO NO NO Sl NO
6 F 18 NS/NC NO NO NO NO
7 F 18 NO NO NO NO NO
8 M 18 NO NO NO NO NO
9 M 19 NS/NC NO NO Sl NO
10 F 18 NS/NC NO NO Sl NO
11 F 18 Sl NO NO Sl NO
12 F 18 NO NO NO Sl NO
13 F 18 NS/NC NO NO NO SI
14 F 18 NO Sl NO Sl NO
15 M 18 Sl NO NO Sl NO
16 F 18 NS/NC NO NO NO SI
17 F 18 Si NO NO Sl NO
18 F 18 NS/NC NO NO Sl NO
19 F 18 NO NO NO NO SI
20 F 18 NO Sl NO NO NO
21 M 18 NS/NC Sl NO Sl NO
22 F 18 Sl Sl NO NO NO
23 M 19 NS/NC NS/NC Sl Sl NO
24 F 19 NS/NC NO NO Sl SI
25 F 18 NS/NC NS/NC NO Sl NO
26 F 18 NS/NC NO NO Sl SI
27 M 18 NO NO NO Sl NO
28 M 18 NO NO NO Sl NO
29 M 18 NO Sl NO NO NO
30 F 19 NS/NC NO NO NO NO
31 F 18 Sl NO Sl Sl SI
32 M 18 NO NO NO Sl NO
33 F 18 NS/NC NO NO Sl Sl
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34 F 18 SI NO Sl NO NO
35 F 18 NS/NC NS/NC NO Sl NO
36 M 19 NO NO NO Sl NO
37 M 18 NO NO NO Sl NO
38 F 18 NS/NC NO NO Sl SI
39 M 18 NS/NC NS/NC NO Sl NO
40 F 18 SI NO NO Sl NO
41 F 18 SI Sl Sl Sl SI
42 M 18 SI NO NO Sl NO
43 F 19 NS/NC NO NO Sl SI
44 F 18 NS/NC NS/NC NO Sl SI
45 F 18 NO NO NO NO SI
46 F 18 NS/NC NO NO Sl SI
47 F 18 NO NO Sl Sl NO
48 F 18 NS/NC NO NO Sl NO
49 F 19 NO NO NO Sl NO
50 M 18 NS/NC NS/NC NO Sl SI
51 F 18 NO NO Sl Sl NO
52 F 18 NS/NC NO NO Sl NO
53 F 18 NO NO Sl Sl SI

Tabla 2. Resumen de variables grupo 1

Masculino 15 (28,3%)
Sexo
Femenino 38 (71,7%)
18 anos 45 (84,9%)
Edad
19 afios 8 (15,1%)
Si 10 (18,9%)
Antecedentes
familiares — 18 (34,0%)
Ns/Nc 25 (47,1%)
Si 8 (15,1%)
Grupo )
sanguineo B e 38 (71,7%)
Ns/Nc 7 (13,2%)
Si 8 (15,1%)
Fumador
No 45 (84,9%)
Consumidor de Si 39 (73,6%)
slizging No 14 (26,4%)
Si 17 (32,1%)
Ortodoncia
No 36 (67,9%)
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Exploraciéon bucodental

Los resultados del examen bucodental para determinar el indice de place e indice
gingival se refleja en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la exploracion bucodental del grupo 1

Numero indice de placa indice gingival
1 23,21% 0,00%
2 22,32% 8,03%
3 21,40% 9,00%
4 0,80% 7,25%
5 22,32% 5,35%
6 11,67% 19,64%
7 6,70% 2,10%
8 4,08% 0,00%
9 26,78% 7,14%
10 6,45% 1,61%
11 10,48% 5,64%
12 5,62% 2,10%
13 15,17% 12,50%
14 1,78% 6,66%
15 52,67% 0,89%
16 0,00% 0,00%
17 6,25% 5,35%
18 5,91% 2,67%
19 57,50% 19,16%
20 10,17% 0,00%
21 1,71% 2,67%
22 7,14% 14,28%
23 5,61% 1,29%
24 21,42% 9,82%
25 1,66% 6,66%
26 12,50% 11,60%
27 29,83% 3,22%
28 26,72% 8,62%
29 33,59% 18,75%
30 20,00% 16,60%
31 13,88% 19,44%
32 7,51% 1,30%
33 20,68% 15,51%
34 15,51% 37,03%
35 7,14% 1,78%
36 44,16% 8,33%
37 12,50% 58,92%
38 20,53% 7,14%
39 18,75% 5,35%
40 23,21% 8,03%
41 20,50% 8,56%
42 14,65% 12,93%
43 19,64% 4,46%
44 20,53% 1,78%
45 23,21% 0,00%

55



46 20,37% 13,88%
47 16,40% 6,25%
48 12,06% 7,75%
49 5,35% 0,89%
50 30,00% 18,30%
51 5,35% 14,28%
52 15,17% 5,64%
53 19,64% 7,14%

Para detectar la presencia de Hp se han utilizado distintas técnicas diagndsticas:
meétodos de deteccion de antigenos en heces, determinacion de anticuerpos y test del
aliento.

Deteccién de Hp en heces
Se han usado dos técnicas distintas de deteccion de antigeno de Hp en heces; un

inmunoensayo rapido de flujo lateral (técnica 1) y una inmunocromatografia de un solo paso
(técnica 2). Los resultados obtenidos con ambas técnicas quedan expresados en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la determinacién de antigeno en heces en el grupo 1

Positivo Negativo | Total

Positivo 17 2 19
Negativo 4 30 34
Total 21 32 53

Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral

Técnica 2: Inmunocromatografia de un solo paso

Treinta muestras (56,6%) fueron negativas y 17 (32,1%) positivas por ambas
técnicas. Se obtuvieron 6 resultados discordantes; 4 positivos por la inmunocromatografia
de uno solo paso que fueron negativos por el inmunoensayo rapido de flujo lateral y 2
positivas por ésta ultima técnica que fueron negativos por la técnica inmunocromatografica
de un solo paso.

En las figuras 25 y 26 quedan expresados los porcentajes obtenidos por los métodos
de deteccién de antigenos de Hp en heces utilizados en las 53 muestras del grupo 1.
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Figura 25. Resultados técnica 1 Figura 26. Resultados técnica 2

Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral
Técnica 2: Inmunocormatografia de un solo paso

Deteccion de anticuerpos en suero

Todos los sueros han sido sometidos a una técnica de determinacion de anticuerpos
totales frente a Hp y los que resultaron positivos se procesaron por una técnica de

enzimoinmunoensayo para determinar la existencia de anticuerpos Ig A especificos.

El 52,8% del grupo 1 dieron positivo en la técnica de deteccion de anticuerpos totales
y el 32,1% de ellos en la que detecta Ig A (Tabla 5). Once muestras en las cuales se
detectaron anticuerpos totales frente Hp fueron negativas a la segunda técnica que
determina anticuerpos tipo Ig A.

Tabla 5. Resultados de la deteccién de anticuerpos del grupo 1

Deteccion de anticuerpos
Ac totales + AclgA
Grupo 1 (n =53) 28 (52,8%) 17 (32,1%)

Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A: anticuerpos Ig A
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Test del aliento

En la tabla 6 se observan los resultados del test del aliento del grupo 1.

Tabla 6. Resultados del test del aliento del grupo 1

Test del aliento

Positivo Negativo
Grupo 1 (n=153) | 17 (32,1%) | 36 (67,9%)

A modo de resumen la tabla 7 muestra todos los resultados obtenidos por los
distintos métodos de deteccion de Hp utilizados.

Tabla 7. Resultados de las técnicas diagndsticas utilizadas en el grupo 1

Técnica 1 | Técnica 2 Ac totales Test del aliento
1 + + + + +
2 - - - -
3 + + + + +
4 - - + -
5 + + + + +
6 - +
7 - - - -
8 - - + - -
9 - - - -
10 - - - -
11 - - - -
12 - - - -
13 - - - -
14 + +
15 + + + + +
16 - - - -
17 - - - -
18 + + + - -
19 - - - -
20 - - - -
21 - - + - -
22 - - -
23 + - + -
24 - + + + +
25 - - - -
26 + + + + +
27 + + + + +
28 - - - -
29 - - - -
30 - + + - -
31 - - - -
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Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral ,Técnica 2:
Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A:

solo paso,

anticuerpos Ig A.

Inmunocromatografia de un
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En la figura 27 se observa la distribucion de los resultados de las muestras del grupo 1.

Ag en heces +, Ac totales +, Ac Ig A + y test del aliento +
Ag en heces -, Ac totales -,Ac Ig A - y test del aliento -
Ag en heces +, Ac totales +, Ac Ig A + y test del aliento -
Ag en heces -, Ac totales -, Ac Ig A - y test del aliento +
Ag en heces +, Ac totales +, Ac Ig A - y test del aliento -
Ag en heces -, Ac totales +, Ac Ig A - y test del aliento -
Ag en heces -, Ac totales +, Ac Ig A + vy test del aliento +

OOmCOCOmO

30

20

10

15

Figura 27. Distribucion de los resultados del grupo 1

60



4.2. Grupo 2. Alumnos de quinto curso de Odontologia

Datos epidemiolégicos

Formado por 41 alumnos pertenecientes al quinto curso de la facultad de
Odontologia; 27 mujeres y 14 hombres con una edad media de 22,9 anos .

Los datos de las variables quedan recogidas en la tabla 8 y en la tabla 9 se
expresan los porcentajes obtenidos en cada variable para este grupo.

Tabla 8. Datos epidemiolégicos del grupo 2

Numero| Sexo | Edad Ar}‘;erﬁﬁg?ges sanC;Ll;r?go B Fumador Con::érgédoc;r il Ortodoncia
1 F 22 NO NO Si NO NO
2 F 23 Sl NS/NC SI Sl NO
3 F 23 NO NO NO Sl NO
4 F 23 Sl NS/NC SI Sl NO
5 F 23 SI NS/NC NO Sl Sl
6 F 24 Sl NO NO NO NO
7 F 23 NS/NC NS/NC NO Sl Sl
8 F 23 NS/NC NS/NC NO Sl NO
9 F 23 NO NO Sl NO NO
10 M 22 NO NO NO Sl NO
11 M 25 NO NS/NC NO NO NO
12 M 23 Sl NO Sl Sl NO
13 M 23 Sl NO NO Sl Sl
14 M 23 NS/NC NS/NC NO NO NO
15 M 22 NO NO NO Sl NO
16 M 22 Sl NO NO NO NO
17 M 22 Sl NO NO Sl NO
18 M 23 NO NO Sl Sl NO
19 M 23 NO NO NO Sl Sl
20 M 24 Sl NS/NC NO Sl Sl
21 M 23 Sl Sl NO NO NO
22 M 22 Sl NO Sl Sl NO
23 M 23 NO NO NO Sl NO
24 F 23 Sl NO NO Sl NO
25 F 22 Sl Sl NO Sl NO
26 F 22 NO NO NO Sl Sl
27 F 23 Sl NO NO Sl NO
28 F 24 NO NO NO Sl Sl
29 F 24 NO NO NO Sl NO
30 F 23 NS/NC NS/NC NO NO NO
31 F 23 NO NO NO NO Sl
32 F 23 Sl Sl NO Sl Sl
33 F 22 NO NO NO NO NO
34 F 22 NO NO NO NO NO
35 F 23 NO NO NO NO NO
36 F 23 SI Sl NO Sl NO
37 F 23 Sl Sl NO NO NO
38 F 24 NO NO Sl Sl NO

61



39 F 22 SI NO NO Si Si
40 F 22 SI NS/NC NO Si NO
41 F 24 SI NO NO Si NO

Tabla 9. Resumen de variables grupo 2

Masculino 14 (34,1%)

Sexo
Femenino 27 (65,9%)
22 anos 12 (29,3%)
23 afios 22 (53,7%)

Edad
24 afios 6 (14,6%)

25 afos 1(2,4%)
Si 20 (48,8%)
Antecedentes
familiares e 17 (41,5%)
Ns/Nc 4 (9,8%)

Si 5(12,2%)

Grupo
sanguineo B @ 26 (63,4%)
Ns/Nc 10 (24,4%)
Si 8 (19,5%)

Fumador
No 33 (80,5%)
Consumidor de Si 28 (68,3%)
izt No 13 (31,7%)
Si 10 (24,4%)
Ortodoncia

No 31 (76,6%)
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Exploraciéon bucodental

La tabla 10 muestra los resultados de la exploracién bucal en el grupo 2

Tabla 10. Resultados de la exploracion bucodental del grupo 2

Numero indice de placa indice gingival
1 9,37% 6,25%
2 8,92% 0,00%
3 14,65% 4,31%
4 46,42% 4,46%
5 0,00% 0,00%
6 0,00% 0,00%
7 0,00% 0,00%
8 6,45% 1,10%
9 6,32% 0,00%
10 4,26% 0,00%
" 6,45% 4,03%
12 3,57% 89,00%
13 0,00% 0,00%
14 9,37% 0,00%
15 0,00% 6,25%
16 3,57% 0,00%
17 20,31% 0,00%
18 6,81% 1,00%
19 4,50% 0,00%

20 8,17% 0,00%
21 9,14% 3,51%
22 0,00% 0,00%
23 7,81% 0,00%
24 0,94% 1,78%
25 7,24% 1,49%
26 3,72% 0,00%
27 0,00% 0,00%
28 4,16% 0,00%
29 8,92% 0,00%
30 0,00% 0,00%
31 4,19% 0,00%
32 5,37% 0,00%
33 13,39% 8,03%
34 7,12% 2,96%
35 1,97% 0,00%
36 12,34% 3,56%
37 9,56% 2,82%
38 4,77% 0,00%
39 0,00% 0,00%
40 11,50% 5,70%
41 9,37% 0,00%




Detecciéon de Hp en heces

Los datos obtenidos por los métodos de deteccion de Hp en heces se muestran en
las siguientes tablas y figuras (tabla 11, figura 27 y figura 28).

Tabla 11. Resultados de la determinacién de antigeno en heces en el grupo 2

Positivo Negativo | Total

Positivo 17 1 18
Negativo 8 15 23
Total 25 16 41

Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral
Técnica 2: Inmunocromatografia de un solo paso

15 muestras (36,6%) fueron negativas y 17 (41,5%) positivas por ambas técnicas.
Se obtuvieron 9 resultados discordantes; 8 positivos por la técnica 2 que fueron negativos
por la 1y 1 positivo por ésta ultima técnica que fué negativo por la técnica 2.

Figura 28. Resultados técnica 1 Figura 29. Resultados técnica 2
Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral
Técnica 2: Inmunocormatografia de un solo paso
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Deteccién de anticuerpos en suero

Las pruebas de deteccion de anticuerpos determinaron que el 48,8% y el 41,5% de
los alumnos del grupo 2 presentaban anticuerpo totales e Ig A respectivamente(Tabla 12 ). 3
alumnos a los que se les determiné anticuerpos totales anti-Hp no presentaron anticuerpo
tipo Ig A.

Tabla 12. Resultados de la deteccién del grupo 2

Deteccion de anticuerpos
Ac totales + AclgA
Grupo 2 (n=41) 20 (48,8%) 17 (41,5% )

Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A: anticuerpos Ig A

Test del aliento

Los resultados del test del aliento en este grupo se muestra la tabla 13.

Tabla 13. Resultados del test del aliento del grupo 2

Test del aliento

Positivo Negativo
Grupo2 (n=41) |17 (41,5%)| 24 (58,5%)

En la tabla 14 se observan a modo de resumen los resultados obtenidos por los métodos
de deteccién de Hp utilizados.

Tabla.14. Resultados de las técnicas diagndsticas utilizadas en el grupo 2

Deteccion de antigeno Deteccion de anticuerpos
Numero Técnica 1 Técnica 2 Ac totales Ac IgA | Test del aliento
1 - - + -
2 + - + + +
3 - - - -
4 - + + + +
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + - - -
8 + + + - -
9 + + + +
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Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral, Técnica 2:

solo paso,

Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A:

anticuerpos Ig A.

Inmunocromatografia de un
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En la figura 30 se observa la distribucién de los resultados de las muestras del

grupo 2.

Ag en heces +, Ac totales +, Ac Ig A + y test del aliento +
Ag en heces -, Ac totales -, Ac Ig A - y test del aliento -
Ag en heces +, Ac totales +, Ac Ig A - y test del aliento -
Ag en heces -, Ac totales +,Ac Ig A - y test del aliento -
Ag en heces +, Ac totales -, Ac Ig A - y test del aliento -

11

20

13

17

Figura 30. Distribucion de los resultados del grupo 2
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4.3. Grupo 3. Grupo control

Datos epidemiolégicos

Formado por 40 alumnos de distintas facultades de la Universidad de Granada no

relacionadas con ciencias de la salud;

edad media de 23,2 ainos .

22 de sexo femenino y 18 de masculino con una

Los datos de las variables quedan recogidas en la tabla 15 y en la tabla 16 se

expresan los porcentajes obtenidos en cada variable para este grupo.

Tabla 15. Datos epidemiolégicos del grupo 3

Numero Sexo Edad Ar;taenc;ﬁg (:gées san(éﬁl}lrego B Fumador Con:nggrl]%?r de Ortodoncia
1 F 22 S| NO NO NO NO
2 F 25 NO NO NO NO NO
3 M 24 NO NO SI Sl SI
4 F 24 NS/NC NO NO Sl NO
5 M 23 SI Sl Sl Sl Sl
6 F 23 NS/NC Sl NO Sl NO
7 F 22 NS/NC NO Sl Sl NO
8 M 24 NS/NC NO NO Sl NO
9 M 23 NO NO SI Sl SI
10 F 23 NO NO Sl Sl SI
11 F 23 NO NO NO Sl SI
12 F 25 NO NO NO Sl SI
13 F 23 NS/NC NO NO NO NO
14 M 24 NS/NC NO SI Sl NO
15 F 23 NO NO NO NO NO
16 F 23 NO NO NO NO NO
17 M 23 NO NO NO Sl NO
18 F 22 Si Sl NO Sl NO
19 F 23 NO Sl NO Sl NO
20 M 24 NS/NC NO NO Sl NO
21 M 23 NO NO NO S| NO
22 M 23 NO NO NO NO NO
23 F 23 Si Sl Sl Sl NO
24 F 24 NO NO SI Sl NO
25 F 23 NS/NC Sl Sl Sl SI
26 M 23 NS/NC Sl SI S| SI
27 F 24 NO NO NO NO NO
28 F 23 NO NO NO NO NO
29 F 23 NS/NC NO NO Sl NO
30 M 22 NO NO NO Sl NO
31 M 22 NS/NC NO NO Sl NO
32 F 22 NS/NC NO NO Sl NO
33 F 25 NO NO NO Sl NO
34 F 23 NS/NC NO SI Sl NO
35 M 23 NO NO Sl Sl Sl
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36 M 23 NO NO NO NO NO
37 M 23 SI NO NO NO NO
38 M 22 NS/NC Si SI SI SI
39 M 24 SI Sl S Sl SI
40 M 23 SI SI NO SI NO

Tabla 16. Resumen de variables grupo 3

Masculino 18 (45%)
Sexo
Femenino 22 (55%)
22 anos 7 (17,5%)
23 anos 22 (55%)
Edad
24 afios 8 (20%)
25 anos 3(7,5%)
Si 7 (17,5%)
Antecedentes
familiares No 19 (47,5%)
Ns/Nc 14 (35%)
Si 10 (25%)
Grupo
sanguineo B No 30 (75%)
Ns/Nc 0
Si 14 (35%)
Fumador
No 26 (65%)
Consumidor de Si 30 (75%)
alcohol NG 10 25%)
Si 11 (27,5%)
Ortodoncia
No 29 (72,5%)




Exploraciéon bucodental

Los datos obtenidos en la exploracion bucal de este grupo quedan expuestos en la
tabla 17.

Tabla 17. Resultados de la exploracion bucodental del grupo 3

Ntmero | indice de placa indice gingival
1 10,15% 0,78%
2 9,60% 2,62%
3 17,85% 2.67%
4 17,85% 2.67%
5 19,81% 6,30%
6 16,70% 8,03%
7 12,50% 14,06%
8 10,93% 0,00%
9 29,46% 9,82%
10 19,64% 8,92%
11 16,79% 4,31%
12 36,60% 3,57%
13 16,93% 0,80%
14 14,28% 2,67%
15 7,14% 12,50%
16 8,12% 1,64%
17 7,39% 2,10%
18 6,45% 3,22%
19 8,90% 19,64%
20 4,46% 7,14%
21 3,34% 2,29%
22 4,72% 3,95%
23 16,11% 13,91%
24 7,37% 2,81%
25 21,80% 4,80%
26 14,64% 3,69%
27 19,64% 8,43%
28 6,45% 9,14%
29 8,90% 7,25%
30 6,78% 1,27%
31 6,45% 9,82%
32 7,25% 12,50%
33 5,35% 1,64%
34 19,64% 2,92%
35 2,10% 9,37%
36 2,67% 8,92%
37 4,08% 14,65%
38 26,78% 26,80%
39 52,67% 6,45%
40 3,34% 10,48%
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En las siguientes tablas y figura se muestran los resultados obtenidos por los
diferentes métodos diagndsticos (tabla 18, figura 29 y figura 30).

Tabla 18. Resultados de la determinacion de antigeno en heces en el grupo 3

Positivo Negativo | Total

Positivo 12 0 12
Negativo 0 28 28
Total 12 28 40

Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral

Técnica 2: Inmunocromatografia de un solo paso

En este grupo de muestras no hubo ningun resultado discordante.

Figura 31. Resultados técnica 1 Figura 32. Resultados técnica 2

Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral
Técnica 2: Inmunocromatografia de un solo paso

Deteccidn de anticuerpos en suero

Las pruebas de deteccion de anticuerpos determinaron que el 45,% y el 25,0% de
los alumnos del grupo 3 presentaban anticuerpos totales e Ig A respectivamente (Tabla 19 ).
8 de los alumnos a los que se les determind anticuerpos totales anti-Hp no presentaron
anticuerpos Ig A.
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Tabla 19. Resultados de la deteccion de anticuerpos del grupo 3

Deteccion de anticuerpos
Ac totales + AclgA
Grupo 3 (n = 40) 18 (45,0%) 10 (25,0%)

Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A: anticuerpos Ig A

Test del aliento

Los resultados del test del aliento en este grupo se muestra la tabla 20.

Tabla 20. Resultados del test del aliento del grupo 3

Test del aliento

Positivo Negativo
Grupo 3 (n=40) | 14 (35,0%) | 26 (65,0%)

En la tabla 21 se observan los resultados del grupo 3 al ser sometidos a las distintas
técnicas diagnésticas

Tabla 21. Resultados de las técnicas diagndsticas utilizadas en el grupo 3

Técnica 1| Técnica 2 Ac totales IgA | Test del aliento
1 - - - -
2 - - - -
3 + + + + +
4 + + + - -
5 + + + + +
6 + + + + +
7 - - - -
8 - - - -
9 - - + - -
10 - - - -
11 - - - -
12 - - - -
13 - - - -
14 - - + - +
15 - - - -
16 - - - -
17 - - - -
18 + + + + +
19 + + + + +
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Técnica 1: Inmunoensayo rapido de flujo lateral, Técnica 2:

solo paso,

Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A:

anticuerpos Ig A.

Inmunocromatografia de un
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En la figura 33 se observa la distribucion de los resultados de las muestras del grupo 3.

[0 Agen heces +, Ac totales+, IgA + y test del aliento +

[ Agen heces -, Ac totales -, Ac Ig A - y test del aliento -

[0 Agen heces +, Ac totales +, Ac Ig A - y test del aliento -
[0 Agen heces -, Ac totales +, Ac Ig A - y test del aliento -
B Ag en heces -, Ac totales +, Ac Ig A - y test del aliento +

30

20

10

Figura 33. Distribucion de los resultados del grupo 3
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4.4. Resumen de variables epidemiolégicas de todos los grupos

En las tablas 22-27 se resumen los parametros epidemiolégicos recogidos en las
encuestas de los tres grupos estudiados. No hay diferencias estadisticamente significativas
entre las variablesregistradas (sexo, antecedentes familiares, grupo sanguineo B o no B,
consumo de tabaco, de alcohol vy utilizaciéon de ortodoncia).

Tabla 22. Sexo de todos los grupos

Grupo Masculino Femenino

Grupo 1 (n=53) | 15 (28,3%) | 38(71,7%)

Grupo 2 (n=41) | 14 (34,1%) 27 (65,9%)

Grupo 3 (n= 40) 18 (45%) 22 (55,5%)

Tabla 23. Antecedentes familiares de todos los grupos

Antecedentes familiares

Si No Ns/Nc

Grupo 1 (n=53) | 10(18,9%) | 18 (34,0%) | 25 (47,2%)

Grupo 2 (n=41) | 20 (48,8%) | 17 (41,5%) | 4 (9,8%)

Grupo 3 (n= 40) 7(17,5%) | 19(47,5%) | 14 (35%)

Tabla 24. Grupo sanguineo de todos los grupos

Grupo sanguineo B

Si No Ns/Nc

Grupo 1 (n=53) 8(151%) | 38 (71,7%) | 7 (13,2%)

Grupo 2 (n=41) 5 (12,2%) 26 (63,4%) | 10 (24,4%)

Grupo 3 (n= 40) 10 (25%) 30 (75%) 0
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Tabla 25. Consumo de tabaco de todos los grupos

Consumo de tabaco
Grupo
Si No
Grupo 1 (n=53) 8 (15,1%) 45 (84,9%)
Grupo 2 (n=41) 8 (19,5%) 33 (80,5%)
Grupo 3 (n=40) 14 (35%) 26 (65%)

Tabla 26. Consumo de alcohol de todos los grupo

Consumo de alcohol

Grupo
Si No

Grupo 1 (n=53) 39 (73,6%) | 14 (26,4%)

Grupo 2 (n=41) 28 (68,3%) | 13(31,7%)

Grupo 3 (n= 40) 30 (75%) 10 (25%)

Tabla 27. Utilizacién de ortodoncia de todos los grupos

Ortodoncia

Grupo
Si No

Grupo 1 (n=53) 17 (32,1%) | 36 (67,9%)

Grupo 2 (n=41) 10 (24,4%) | 31(75,6%)

Grupo 3 (n= 40) 11(27,5%) | 29 (72,5%)




4.5. Relaciéon del test del aliento con distintas variables

Para el estudio de las variables cualitativas (sexo, grupo sanguineo, antecedentes
familiares, el consumo de alcohol, el consumo de tabaco y la ortodoncia) se utilizé el test de
Chi-cuadrado, concluyendo que no existe relacion estadisticamente significativa entre el
sexo ni la ortodoncia con nuestro test de referencia (tablas 28 y 29).

Tabla 28. Relacion del sexo con el test del aliento

Test del aliento
p
Negativo | Positivo
Masculino 27 20
Sexo 0,412
Femenino 59 28

Tabla 29. Relacion de la ortodoncia con el test del aliento

Test del aliento
p
Negativo | Positivo
Si 21 17
Ortodoncia 0,176
No 65 31

Sin embargo si se relacioné de forma positiva con significacion estadistica el grupo
sanguineo B, la existencia de antecedentes familiares y el consumo de alcohol con el test
del aliento (tablas 30, 31 y 32).

Tabla 30. Relacién del grupo sanguineo B con el test del aliento

Test del aliento
p
Negativo | Positivo
Si 5 18
Grupo
sanguineo B No 70 24 0,000
Ns/Nc 11 6
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Tabla 31. Relacion de los antecedentes familiares con el test del aliento

Negativo | Positivo
Si 16 21
No 43 11 0,002
Ns/Nc 27 16

Tabla 32. Relacion del consumo de alcohol con el test del aliento

Negativo | Positivo

Si 65 45

No 21 3

En el caso del tabaquismo se observan indicios de significacion (tabla 33).

Tabla 33. Relacion del consumo de tabaco con el test del aliento

Negativo | Positivo

Si 27 23

No 59 25
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4.6. indice de placa e indice gingival

Se han comparado ambos indices entre los distintos grupos. Estos datos se reflejan
en la tabla 34. Entre el indice de placa del grupo 1 con los del grupo 2 y de éstos ultimos
con el grupo 3 hay diferencia estadisticamente significativa. Entre el grupo 1 vy el grupo 3
hay indicios de significacion.

Tabla 34 . Comparacion del indice de placa e indice gingival entre los distintitos grupos

Grupo 2 Grupo 3

Grupo 1 (n=53)

Grupo 2 (n=41) 0,000

Grupo 3 (n=40) 0,242

indice de Placa

indice Gingival

4.7. Test del aliento, indice de placa e indice gingival

En la tabla 35 se muestra la correlacion de la técnica que se tomd como referencia;
el test del aliento y el indice de placa e indice gingival en los distintos grupos.

Entre el indice de placa y el test del aliento se observa que hay una significacion
estadistica cuando se toma como muestra los resultados de los tres grupos. Si se separan
se obtiene que en el grupo 1y en el grupo 3 hay indicios de significacion sin embargo en el
grupo 3 no hay diferencias entre el test del aliento y el indice de placa.

En el caso del indice gingival no se observan diferencias estadisticas en ninguno de
los grupos.
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Tabla 35. Correlacion entre el test del aliento y el indice de placa e indice gingival

Test del aliento

Total (n=134)

Grupo 1 (n=53)

Grupo 2 (n=41)

Grupo 3 (n=40)

indice de placa

0,0427

0,078

0,5193

0,0601

indice gingival

0,9952

0,737

0,3369

0,1884

Significacion estadistica
Indicios de significacion

No hay significacion

4.8. Concordancia entre los distintos métodos diagnésticos

Para ello se ha utilizado el indice kappa. Segun este indice la concordancia entre las

dos inmunocromatografias de deteccion de antigenos en heces empleadas , es buena
(0,7677).

Al comparar el test del aliento con las dos técnicas inmunocromatograficas y con las

Test del aliento

deteccion de anticuerpos

de deteccién de anticuerpos se obtuvieron los resultados recogidos en la tabla 36.

Deteccion de antigeno Deteccion de antigeno
Técnica 1 Técnica 2 |Anticuerpos totales| AclgA
Moderada Moderada Moderada Buena
(0,5961) (0,5966) (0,5917) (0,8850)

Tabla 36. Concordancia del test del aliento con las inmunocromatografias y las técnicas de
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4.9. Resultados de la deteccion de antigeno en heces

Los resultados obtenidos por las 2 técnicas de deteccion de antigeno en heces no
fueron comparados entre los distintos grupos debido a la variabilidad de los resultados entre

la técnica1y 2.

4.10. Resultados de la deteccion de anticuerpos

En la tabla 37 se observan los resultados de las dos técnicas utilizadas para la

deteccién de anticuerpos de Hp.

Tabla 37. Resultados de la deteccion de anticuerpos

Deteccién de anticuerpos

Ac totales IgA
Grupo 1 (n=53)| 28(52,8%) 17 (32,1%)
Grupo 2 (n=41) | 20 (48,8%) 17 (41,5%

Grupo 3 (n=40) 18 (45,0%) 10 (25,0%)
Ac totales: anticuerpos totales, Ac Ig A: anticuerpos Ig A

Se compararon los resultados de las distintas técnicas utilizadas para la deteccion de
anticuerpos, de los distintos grupos. Se utiliz6 como test estadistico el de chi-cuadrado. En
todas las combinaciones de grupos se observd que no habia diferencias estadisticamente
significativa entre los sultados; ni en la determinacién de anticuerpos totales ni enla de IgA
(tabla 38).

Tabla 38. Comparacion de los resultados de deteccién
de anticuerpos entre los distintos grupos

Grupo 2 | Grupo 3

Grupo 1 (n=53)
Grupo 2 (n=41) 0,116
Grupo 3 (n=40) | 0,199
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4.11. Resultados del test del aliento

En la tabla 39 se observan los resultados del test del aliento de los 3 grupos.

Tabla 39. Resultados del test del aliento

Test del aliento

Positivo Negativo

Grupo 1 (n =53) 17 (32,1%) | 36 (67,9%)
Grupo 2 (n=41) 17 (41,5%) | 24 (58,5%
Grupo 3 (n=40) 14 (35,0%) | 26 (65,0%)

Se compararon los resultados de los distintos grupos entre ellos para lo que se
utilizaron dos test estadisticos el chi-cuadrado y el de Fischer, éste ultimo util para muestras
pequenas y desequilibradas (distinto tamafo para las dos proporciones). En todas las
combinaciones de grupos se observé que no habia diferencia estadisticamente significativa
entre los resultados del test del aliento por ninguno de los dos test estadisticos utilizados
(tabla 38).

Tabla 40. Comparacion del test del aliento entre los distintos grupos

Grupo 1| Grupo 2

Grupo 1 (n=53)
Grupo 2 (n=41) | 0,391
Grupo 3 (n=40)| 0,826

Test de Chi Cuadrado
Test de Fischer
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5. DISCUSION



Desde que en 1982 Barry Marshall y Robin Warren aislan a partir de muestras de
mucosa gastrica Hp y describen su asociacion con gastritis y enfermedad ulcerosa (Marshall
BJ 1983), el interés por esta bacteria ha ido en aumento y muchos investigadores la han
estudiado en todo el mundo, describiendo su prevalencia tanto en pacientes con patologia
gastrica como en individuos sanos.

A pesar de que como ocurre con otras enfermedades de tan alta incidencia, es dificil
establecer cifras exactas, se estima que la infeccién por Hp afecta a mas de la mitad de la
poblacién mundial (Kivi M y cols. 2006)

La distribucion de la colonizaciéon de Hp a nivel mundial no es uniforme. Existe una
clara diferenciacion en la prevalencia entre los paises desarrollados y aquéllos en vias de
desarrollo. Asi pues, se aprecian cifras bajas en paises como Francia (25%), hasta otras
superiores al 80% en otros como Nigeria o India (Holcombe y cols. 2002, Graham y cols.
2001). Estas diferencias parecen deberse fundamentalmente a la incidencia de la infeccion
durante la infancia, edad en la que se infecta la gran mayoria de nifios en las regiones en
vias de desarrollo (Czinn SJ 2005). Sin embargo, en los paises desarrollados la prevalencia
es baja en las primeras décadas de la vida, para ir aumentando progresivamente a partir de
la 42y 52 década (Taylor y cols. 2001).

La prevalencia en los paises desarrollados es aproximadamente del 50% en la edad
adulta. En nuestro pais se observa un incremento continuo de la colonizacion de Hp con la
edad, con cifras cercanas al 50% en adultos (Carrol y cols. 2004). Sin embargo, los datos
publicados son un un tanto dispares, comunicandose cifras que van desde el 36% en una
determinada comarca de Valencia (Alfonso y cols. 2005) hasta el sorprendente 84% referido
por Carballo al area de Guadalajara (Carballo y cols. 2005). Tal vez una cifra mas acorde al
desarrollo de nuestro pais sea la referida por Martin de Argila, que obtiene una prevalencia
del 53% en la zona de Madrid (Martin de Argila y cols. 2006) en un estudio en el que
participaron 381 individuos mediante la deteccion de anticuerpos IgG en suero. En otro
trabajo similar realizado en 267 personas en Barcelona se obtuvo un 52,4% . Estos
resultados son similares a los obtenidos en otros paises con caracteristicas socio
economicas semejantes (Martin de Argila y cols. 2006).

Probablemente el principal factor epidemiolégico de riesgo sea el bajo nivel
econdémico e higiénico-sanitario; de ahi que la infeccion, como ya se ha comentado, sea
mucho mas frecuente en regiones no desarrolladas (Vaira y cols. 2008). Estudios realizados
en paises industrialmente avanzados también confirman este hecho: Graham en U.S.A.
(Graham y cols. 2001), Murray en el Reino Unido (Murray y cols. 2007) o Haeckel en
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Alemania (Haeckel 2006) encuentran una clara relacion entre la infeccion por Hp y clase
social baja en general y hacinamiento, bajo nivel educacional o malas condiciones sanitarias
en particular.

Multiples revisiones han confirmado que las condiciones socioeconémicas de la
infancia determinan la prevalencia de Hp (Gold BD ycols 2001). la influencia de estos
factores en los adultos no esta tan bien caracterizada pero se cree que contribuyen en la
persistencia de la colonizacion (Malalty y cols 2004). En nuestro estudio esta variable no
tiene ninguna influencia porque todos los participantes siempre han estado en un entorno

econdmico e higiénico-sanitario adecuado.

Aunque se sabe que los humanos son el principal reservorio, en la actualidad la via
de transmision no esta dilucidada, lo cual seria importante para la prevencién. Se acepta,
aun sin poder descartar otras rutas, que el contagio se realiza mediante un mecanismo de
persona a persona, o a través de la via fecal-oral, bien a través de la via oral-oral, ambas
posiblemente mediadas por diversos vectores como fémites, saliva, alimentos o aguas
contaminadas (Logan y cols. 2006). La transmision vertical y la via sexual no parecen jugar
un papel relevante en el contagio de la infeccion (Blecker y cols. 2004) (Pérez-Pérez y cols
2001).

El habitat natural de Hp es la mucosa gastrica humana fundamentalmente, sobre
todo, la antral (Lee 2004), aunque ha sido cultivado o detectado mediante técnicas de PCR
a nivel de placa dental, saliva y heces (Li y cols 2005). La cavidad oral de las personas es el
principal reservorio extra gastrico (Sidddiq y cols 2004), la existencia de Hp en placa dental
(Mujmadar y cols. 2000) y en saliva hizo que nos plantedramos la posibilidad de que los
estudiantes de Odontologia, al tener un contacto tan cercano con la cavidad oral de sus
pacientes, podrian tener unas tasas de colonizacién de Hp superior al resto de la poblacion.

Para confirmar esta hipotesis hemos estudiado tres grupos de poblacion para ver si
la realizaciéon de practicas con pacientes durante la licenciatura de Odontologia incide en
que aumente la colonizacion de Hp en los alumnos. Para tener una referencia de la situacion
basal antes del comienzo de las citadas practicas hemos estudiado a 53 alumnos de primer
curso de la facultad de Odontologia con una edad media de 18,2 afios, que constituye el
grupo 1 de nuestro trabajo. El grupo 2, formado por 41 alumnos de quinto curso de la misma
facultad con una edad media de 22,9 afos, es en el que se espera una mayor prevalencia
de Hp. Como grupo control (grupo 3), hemos utilizado a 40 alumnos de facultades no
relacionadas con el ambito sanitario con una media de edad similar a la del grupo 2, para asi
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poder comparar ambos grupos y eliminar el posible factor de confusion de la edad, ya que
como se ha visto con la misma aumenta la prevalencia.

A todos los participantes en el estudio se les realizé una encuesta epidemiolégica; los
resultados de la misma fueron sometidos a tratamientos estadisticos y se determin6 que no
existian diferencias estadisticamente significativas entre los parametros recogidos en las
encuestas (sexo, antecedentes familiares, grupo sanguineo B o no B, consumo de tabaco,
de alcohol Yy utilizaciéon de ortodoncia) en los distintos grupos. Asi se eliminan posibles
variables que pueden influir en los datos de prevalencia.

La colonizacion por Hp puede determinarse mediante métodos invasivos y no
invasivos (Glupczynski 1999). Todos ellos presentan ventajas e inconvenientes.

Las técnicas de deteccion de antigeno de Hp en heces se han descrito como validas
para establecer el diagnéstico inicial, verificar la eficacia del tratamiento en las cuatro o seis
semanas posteriores a su realizacién y comprobar la reaparicion de una infeccion. Se trata
de un ensayo cualitativo. La técnica aporta una informacion muy valiosa por la facil
obtencion y conservacion de las muestras, se puede realizar en cualquier laboratorio de
microbiologia y no necesita la colaboracion del paciente (como en el caso de la prueba del
aliento). Puede utilizarse tanto para el diagnéstico de colonizacién por Hp como para el
seguimiento después del tratamiento erradicador (Lépez- Brea y cols 2006).

En este estudio se han utilizado dos métodos inmunocromatograficos que detectan
antigenos de Hp en heces.

En poblaciones con baja prevalencia de colonizacion por Hp puede ser
recomendable comprobar los resultados positivos de las técnicas que detectan antigeno con
las que detectan anticuerpos o prueba del aliento (Ito y cols. 2005).

Las técnicas de deteccidon de anticuerpos tienen como principal inconveniente que no
pueden diferenciar la colonizacién actual, de la exposicién previa al microorganismo. El
rendimiento de las mismas puede verse afectado por el método diagnéstico considerado
como referencia, la clase de anticuerpo, el tipo de antigeno y la técnica utilizada, asi como
por la poblacion estudiada (Herbrink y cols 2000).

Una importante ventaja de estos métodos, es que sus resultados no se ven
afectados por el tratamiento reciente con antibiéticos o inhibidores de la bomba de protones,
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que pueden inducir falsos negativos con otros métodos (Dzieranowska-Fangrat y cols.
2006).

La técnica mas utilizada es el EIA cuantitativo, que permite, ademas del diagndstico
primario, la monitorizacion del tratamiento. Para ello se recomienda realizar pruebas
cuantitativas con los dos sueros del paciente (pre y postratamiento) analizados
simultaneamente. En pacientes con altos titulos pretratamiento se observa un descenso
significativo en el titulo de anticuerpos después de 3-6 meses de tratamiento efectivo. Este
descenso sélo se mantiene en pacientes curados (Makristathis y cols 2004).

Las técnicas que detectan anticuerpos en saliva y en orina son atractivas, ya que
estas muestras son faciles de obtener, pero en ellas, la concentracion de anticuerpos es
mas baja que en suero (Kou Fc y cols 2005, Sonmezoglu M y cols 2005).

La prevalencia de anticuerpos tipo IgG en adultos sanos en Espafa es alta, por lo
que su deteccion en el diagnéstico de la infeccion por Hp origina un elevado porcentaje de
falsos positivos, ya que esta técnica no determina colonizacion actual y por tanto, hacen
falta técnicas complementarias para llegar a un diagnéstico correcto (Il Encuesta de
Serovigilancia de la CM 2002). Un meta-analisis de 21 sistemas comerciales de deteccién
de 1gG mostré una sensibilidad del 85% y una especificidad del 79 (Lopez- Brea y cols
2006).

Nuestros sueros han sido analizados por una técnica de aglutinacion que determina
anticuerpos totales frente a Hp y los que fueron positivos se procesaron a continuacién por
una técnica de enzimoinmunoensayo para determinar la existencia de anticuerpos Ig A

especificos.

La prueba del aliento tiene una excelente sensibilidad y especificidad para el
diagnostico y seguimiento del tratamiento antimicrobiano con la ventaja de ser una prueba
global que valora la presencia de Hp en el estbmago y no se ve sometido al sesgo que
pueden tener otras pruebas por la distribucion parcheada de la bacteria en el estbmago.
También tienen otras ventajas, como el ser una prueba no invasora y no depender de las
condiciones de transporte, ni de la experiencia del personal técnico. Indica una colonizacion
actual por la bacteria ya que en una infeccién pasada el resultado seria negativo. Por esto
es util como seguimiento del tratamiento realizado 4 a 6 semanas después de finalizado
(L6pez- Brea y cols. 2006).
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La prueba del aliento ha mostrado el mejor valor de sensibilidad entre cuatro
métodos no invasivos estudiados en todos los grupos de edades y muy buena especificidad
en un estudio multicéntrico europeo (Megraud 2005). ElI Consenso Canadiense lo
recomienda como el mejor método no invasivo y el Consenso de Grupo Europeo lo
recomienda como un método diagndstico excelente. Sin embargo algunos autores
aconsejan la confirmacién de un resultado positivo aislado en poblaciones con baja
prevalencia de infeccidén, con un método que mida un parametro diferente como es el

antigeno en heces (Jones y cols 2005).

Por esta razén en nuestro estudio ademas del test del aliento hemos utlizado dos
técnicas inmunocromatograficas de deteccion de antigeno de Hp en heces y una de
determinacion de anticuerpos totales anti-Hp en suero; los positivos a esta ultima también se
sometieron a una técnica de deteccion de Ac especificos Ig A.

Las técnicas de diagnéstico no invasivas son los mas adecuadas para los estudios
epidemiolégicos. La prueba mas utilizada es la deteccion de anticuerpos séricos, tipo 1gG
frente a Hp mediante enzimoinmunoanalisis. Otros autores prefieren el test del aliento tras la
toma oral de urea marcada con '3C por presentar una mayor especificidad y no precisar
venopuncién (Vandenplas y cols. 2002). Ambas técnicas poseen una alta sensibilidad
(superior al 95%) (Marshall 2005), pero a favor de la segunda estaria el hecho de que podria
detectar infecciones agudas o muy recientes en las que todavia no se hubiera producido la
seroconversion. Por contra, la mayor accesibilidad, rapidez de interpretacién y menor coste

hacen de la primera la mas utilizada en los estudios sobre poblacién sana.

En el ultimo consenso de Maastrich en 2005 se consideré que la determinacion de
antigeno de Hp puede ser aceptable en el mismo nivel que la prueba del aliento
(Malfertheiner y cols 2006).

Por todas estas razones, ya que cada técnica tiene sus ventajas y sus
inconvenientes, en este estudio se han utilizados tres métodos diagndsticos no invasivos y

se han comparado entre ellos utilizando el indice kappa.

Segun este indice la concordancia entre las dos inmunocromatografias empleadas
de deteccion de antigenos en heces, es buena (0,7677), la del test del aliento con las
técnicas de deteccion de antigenos y con la de deteccidon de anticuerpos totales moderada
(0,596 y 0,591 respectivamente) y buena con la técnica que detecta anticuerpos tipo Ig A
(0,885).
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En nuestro estudio en el 76,1% de las muestras se obtuvo concordancia en los
resultados; 42 fueron positivas a todas las técnicas analiticas a las que fueron sometidas;
deteccién de antigeno en heces, determinacién de anticuerpos totales y de anticuerpos tipo
Ig Ay test del aliento y otras 60 fueron negativas a la totalidad de ellas.

En 32 muestras (23,8%) se obtuvieron resultados discordantes entre los distintos
métodos.

En 7 casos (5,2%) se detectaron anticuerpos totales frente a Hp pero el resto de las
técnicas fueron negativas, esto puede deberse a que el individuo haya tenido contacto con
la bacteria en el pasado pero en el momento del analisis no estuviera colonizado.

En 6 muestras (4,5%) la unica prueba positiva fue la de deteccién antigeno de Hp en
heces. En otros 12 casos (9,0%) ademas de detectarse antigeno frente a Hp, la técnica de
determinacion de anticuerpos totales fué positiva.

En 11 de estos 18 casos las dos técnicas de deteccion de antigeno en heces fueron
positivas por lo que se considerarian falsos negativos del test del aliento. En otros 7 casos
s6lo una de las técnicas inmunocromatograficas de deteccion de antigeno fué positiva;
debido a que estas técnicas presentan muy buena especificidad pero datos variables de
sensibilidad ( de 57,7% a 96,6%) (Manes y cols. 2005), se considerarian falsos negativos
de otras técnicas que tengan una menor especificidad.

En 4 muestras se detectaron anticuerpos totales anti-Hp en suero y el test del aliento
también fué positivo, lo que podria explicarse por el hecho de que el test del aliento es una
prueba global que valora la presencia de la bacteria en el estbmago sin ser dependiente de
las condiciones de transporte de la muestra ni de la experiencia del personal técnico. La
existencia de anticuerpos totales en ausencia de anticuerpos especificos Ig A puede deberse
a que el individuo esté en una fase temprana de la colonizacion y los anticuerpos totales
detectados podrian ser una mezcla de Ig G, IgM e Ig A con una proporcion de cada uno de
ellos no detectable por el método que hemos utilizado.

Tres muestras tuvieron un perfil Unico; una de ellas fue positiva a todas las técnicas
utilizada menos a la de deteccion de antigenos en heces, en otra la Unica prueba negativa
fue el test del aliento y en otro caso se detectaron anticuerpos totales y anticuerpos tipo Ig A
frente a Hp siendo el test del aliento y la técnica de determinacién de antigeno en heces
negativas. Aunque hemos tomado el test del aliento como técnica de referencia existen
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casos de falsos positivos y falsos negativos ya que ninguno de los métodos de diagndstico
de Hp puede utilizarse como gold standard utilizado unicamente (Lopez Brea y cols. 2007).

Una vez que sabemos los resultados obtenidos es importante determinar los
factores que influyen en la adquisicion de la infeccion y su persistencia.

En la encuesta epidemioldgica realizada a todos los individuos se han recogido
distintas variables para estudiar una posible relacion de las mismas con Hp.

Se determin6 que no existia una relacion estadisticamente significativa entre el sexo
de los individuos ni la ortodoncia con el que hemos empleado como referencia . El sexo no
parece ser una variable de riesgo esencial ya que, aunque hay trabajos que encuentran una
mayor prevalencia en hombres (Murray y cols 2007), son mayoria aquéllos que no

encuentran diferencias significativas entre ambos sexos.

Ciertos determinantes genéticos si pueden influir en la adquisicion de la bacteria
(Azuma y cols 2005). Diversos estudios constatan la asociacion entre Hp y la presencia de
grupo sanguineo B (Pearch y cols 2007). Nosotros hemos obtenido datos que confirman
esta hipétesis de mayor susceptibilidad de colonizacion por aquellos sujetos que presentan

grupo sanguineo B.

La existencia de historia familiar de Ulcera péptica y cancer gastrico, la bibliografia no
la relaciona con una mayor tasa de colonizacién (Giannuzzi y cols. 2001) sin embargo,
nosotros si hemos encontrado esta concordancia, pero el tamafio de muestra que se ha
utilizado es pequefio debido a que algunos de los participantes en el estudio no contestaron
a esta variable en la encuesta.

La influencia de los habitos individuales en la prevalencia de Hp es motivo de
controversia ya que es muy dificil controlar todas las variables de confusion.

En nuestro estudio se obtuvo una relacién directa estadisticamente significativa entre
Hp y el consumo de alcohol; los bebedores habituales presentan indices de colonizacién
mayores, sin embargo, en la bibliografia cientifica no encuentran asociacién de Hp con el
alcohol (Gonzalez-Carbajal M y cols 2004).

Diversos estudios han investigado la asociacion de Hp con el tabaco con resultados
controvertidos (Pillay y cols. 2007; Moayyedi y cols. 2002). Nosotros hemos obtenido
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indicios de significaciéon. Esta variable es muy dificil de relacionar debido a que se ha visto
que tiene una gran influencia el nimero de cigarros consumidos.

Como se ha expuesto anteriormente todos los participantes en el estudio han sido
sometidos a una exploracién bucodental donde se les han determinado ciertos parametros
como el indice de placa y el indice gingival. Al comparar el indice de placa del grupo 1 con
los del grupo 2 y de éstos ultimos con el grupo 3 se observa que hay diferencias
estadisticamente significativas en esta variable debido a que los individuos del grupo 2 estan
muy concienciados con la higiene bucodental y el indice de placa que presentan es muy
bajo.

Al comparar el indice gingival en los distintos grupos no se encontraron diferencias
significativas.

Si consideramos en global la correspondencia entre el indice de placa y los
resultados del test del aliento vemos que hay concordancia significativa desde el punto de
vista estadistico, a mayor indice de placa mayor es la probabilidad de positividad de la
prueba del aliento. Hay estudios que avalan esta afirmacién, se ha asociado
significativamente el numero de superficies dentales con placa con Hp (Pearch y cols 2007).

Como ya hemos mencionado antes en nuestro estudio hemos tomado como prueba
de referencia el test del aliento, y los resultados del mismo son los que hemos utilizado para

comparar la prevalencia de colonizacién entre los distintos grupos.

Los porcentajes de positividad obtenidos por el test del aliento en los grupos
estudiados fueron 32,1% en los alumnos de primero, 41,5% en los de quinto curso y 35%
en el grupo control. Aunque se observa un aumento de la prevalencia en los estudiantes de
Odontologia de quinto curso con respecto a los de primero superior a la que existe con el
grupo control este resultado no es estadisticamente significativo.

En la literatura cientifica existe bibliografia que apoya nuestra primera hipétesis. Un
estudio realizado con 60 dentistas japoneses y 60 controles determiné la prevalencia de Hp
mediante estudio de anticuerpos llegando a la conclusion de que los dentistas tienen un alto
riesgo de estar colonizados ya que la prevalencia fue muy superior a los controles 70%
frente al 38%, pudiendo ser la via oral-oral una forma de transmision bastante frecuente
(Honda y cols. 2001).

Sin embargo existen numerosos trabajos que estudian la tasa de colonizacién en

dentistas y estudiantes de odontologia mediante la determinacién de los anticuerpos IgG
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anti-Hp y los resultados que se obtienen tampoco son estadisticamente significativos
aunque presenten una mayor tasa de colonizacion (Matsuda y cols. 2002; Banatvala y cols.
2005; Matsuda y cols 2005). Al haberse obtenido los datos mediante técnicas de deteccidon
de anticuerpos no nos permite distinguir entre colonizacion actual o pasada.

Probablemente por la formaciéon que han adquirido en los afios de la licenciatura, en
relacion tanto a su propio cuidado dental, como a las medidas de prevencién en el gabinete
odontolégico, los alumnos de quinto curso al tener bajos indices de placa la colonizacion por
Hp es menor.

Por otra parte, diversos estudios han encontrado una mayor prevalencia en
profesionales de la salud, sobre todo en gastroenterdlogos y especialmente en endoscopistas
(Chong y cols. 2004), en los que el riesgo de infeccion se correlaciona directamente con el
numero de endoscopias realizadas. Estos hallazgos son puestos en entredicho por otros
investigadores, que o bien no encuentran diferencias significativas entre dichos grupos y
controles (Pristautz y cols. 2004), o bien concluyen que la supuesta exposicién ocupacional es
un riesgo menor en comparacion con la condicion socio-econémica (Matysiak-Budnik y cols.
2004).

En un articulo publicado en Arabia Saudi utilizaron el test del aliento para determinar la
prevalencia en los estudiantes de medicina y no observaron mayor indice de colonizacién entre
los que habian hecho las practicas ni al compararlo con los que no las habian realizado ni con
la poblacién general (Almadi y cols. 2007).

Hay diversos estudios que constatan nuestra hipétesis de que los estudiantes de
Odontologia debido a su trabajo podrian tener mas riesgo de colonizacion. En Australia
realizaron un estudio con 217 pacientes y llegaron a la conclusion de que Hp se asocia
significativamente con el incremento de afos trabajados en aquellos individuos que tengan una
ocupacioén de contacto directo con el publico (Pearch y cols 2007). En el ambito sanitario se
analizé una poblacion compuesta por 285 individuos entre los que habia enfermeras, médicos
residentes, estudiantes de enfermeria y estudiantes de Medicina, constatandose que el
aumento de prevalencia por Hp esta relacionado con el tiempo trabajado (Wilhoite y cols.
2003).

En nuestro estudio la buena higiene de los alumnos de 5° curso ha podido ser la
responsable de que los resultados no hayan sido los esperados ya que hay estudios que
constatan que las buenas practicas higiénicas son esenciales para prevenir la transmision por
Hp (Pearce y cols 2005).
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6. CONCLUSIONES



La concordancia entre las dos inmunocromatografias empleadas en heces, para la
deteccién de antigenos de Helicobacter pylori es buena.

Considerando el test del aliento como técnica de referencia se obtiene una
concordancia moderada con las técnicas de deteccion de antigenos en heces de
Helicobacter pylori y con la de anticuerpos totales y buena con la de la presencia de
Ig A.

La prevalencia de Helicobacter pylori en los estudiantes de quinto curso de
Odontologia es superior a la de los alumnos de primero y a la del grupo control; pero
esta diferencia no es estadisticamente significativa

El indice de placa de los alumnos de quinto curso es significativamente inferior al de
los otros grupos. Aunque las practicas realizadas en la Facultad aumentan la
prevalencia de Helicobacter pylori, la buena higiene bucodental de estos alumnos
podria ser la causa de que los porcentajes de colonizacién de los mismos sea inferior
a la esperada.

El indice de placa dental, el consumo de alcohol, la existencia de antencedentes
familiares de ulcera péptica o cancer gastrico y el grupo sanguineo B se relaciona
de forma positiva con la prevalencia de Helicobacter pylori.

Mientras el consumo de tabaco y la presencia de Helicobacter pylori se relacionan

con indicios de significacion estadistica, esta no existe al referirse al uso de
aparotologia de ortodoncia.
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