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RESUMEN

Introduccion: la deteccidon de antigeno en heces se ha considerado una prueba
prometedora para el diagndéstico de la infeccidon por Helicobacter pylori. Para su
introduccion en la practica médica, es un requisito indispensable demostrar el
desempeio adecuado del método en la poblacién de estudio.

Objetivo: evaluar la capacidad diagnéstica de los sistemas comerciales ELISA SD y
SD BIOLINE, del fabricante Standard Diagnostics, Corea, en pacientes cubanos con
sintomas gastroduodenales.

Métodos: se evaluaron 101 muestras de heces de pacientes previamente
clasificados como H. pylori positivos y negativos por las pruebas de referencia de
histologia y prueba rapida de la ureasa. Se calcularon los parametros de
desempefio de ambos sistemas diagndsticos por el programa EPIDAT 3.1.
Resultados: la sensibilidad para los sistemas ELISA SD y SD BIOLINE fue de
85,25 % y 75,41 %, respectivamente. La especificidad para ambos fue de 92,50 %.
Los valores predictivos positivos y negativos, los indices de validez y de Youden y la
confiabilidad diagnéstica de ambas pruebas fueron satisfactorios.
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Conclusiones: Los sistemas evaluados exhibieron un desempefio comparable con
la histologia y la prueba réapida de ureasa para la deteccidn activa de la infeccion
por H. pylori, lo que demuestra su utilidad para el diagnéstico y el manejo oportuno
del paciente, sin la necesidad de emplear pruebas invasivas.
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ABSTRACT

Introduction: stool antigen tests have been considered to be promising for the
diagnosis of Helicobacter pylori infection. For their incorporation into medical
practice, it is indispensable to demonstrate their accuracy in a study population.
Objective: evaluate the diagnostic capacity of the commercial systems ELISA SD
and SD BIOLINE, Standards Diagnostics, Korea, in Cuban patients with
gastroduodenal symptoms.

Methods: an evaluation was conducted of 101 stool samples from patients
previously classified as H. pylori positive and negative by reference histological
tests and the rapid urease test. Estimation was made of performance parameters
for both diagnostic systems using the software EPIDAT 3.1.

Results: Sensitivity for the systems ELISA SD and SD BIOLINE was 85.25 % and
75.41 %, respectively. Specificity for both was 92.50 %. Positive and negative
predictive values, validity and Youden's indices, and diagnostic reliability were
satisfactory for both tests.

Conclusions: the systems evaluated were found to have a performance level
comparable with histological tests and the rapid urease test for active detection of
H. pylori infection. This confirms their usefulness for the diagnosis and timely
management of patients without having to use invasive tests.

Keywords: Helicobacter pylori; stool sample-based antigen detection.

Helicobacter pylori es el agente causal de diferentes enfermedades
gastroduodenales como gastritis cronica, Ulcera péptica, linfoma tipo MALT y
adenocarcinoma gastrico,* siendo clasificado por la Agencia de Investigaciones para
el Cancer como un carcindégeno de tipo 1.2

Los métodos de diagndstico considerados como "patron de oro" requieren de
endoscopia para la obtenciéon de la biopsia de tejido gastrico, por lo que el uso de
meétodos no invasivos ha adquirido especial interés ya que son herramientas
rapidas y reproducibles, de ejecucion sencilla, y se emplean con frecuencia en
estudios epidemiolégicos.3

En Cuba, el diagnéstico de H. pylori se realiza en los centros hospitalarios y
policlinicos con servicio de endoscopia, empleando la prueba rapida de la ureasa
(PRU) y el estudio histopatolégico.*> Sin embargo, la sensibilidad de estas pruebas
estd comprometida por la distribucién "parcheada" heterogénea de la bacteria en el
estémago, lo que pudiera producir resultados falsos negativos.® Ademas, la
invasividad del método endoscopico, hace que muchos pacientes permanezcan sin
diagnosticar, lo que propicia que empeore su estado de salud.”
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La deteccion de antigeno especifico en heces es un método diagndstico que permite
detectar la infeccién activa por H. pylori.® Esta prueba debe demostrar una eficacia
semejante a la del patron de referencia para que sea recomendado su uso en el
diagndstico. En el presente estudio, se propone evaluar la validez diagnéstica de los
sistemas comerciales ELISA SD y SD BIOLINE de deteccién de antigeno de H. pylori
en heces y compararlos con las pruebas de referencia que se realizan a pacientes
cubanos con sintomas gastroduodenales.

Tipo de estudio. Validacién prospectiva de la capacidad diagnéstica de dos pruebas
comerciales en comparacién con las pruebas de histologia y PRU para detectar la
infeccion por H. pylori en pacientes que asisten a la consulta de Gastroenterologia
de tres instituciones de la atencion primaria de salud durante el periodo de julio de
2015 a junio de 2016. El estudio se llevo a cabo en los policlinicos "Eduardo Diaz"
del municipio de Guanajay, provincia Artemisa; 19 de Abril y Pedro Borras, del
municipio Plaza de la Revolucién, provincia La Habana. El protocolo de estudio fue
aprobado por las Comisiones Cientifica y de Etica del IPK (CEI-IPK 41-15).

Pacientes estudiados. Se incluyeron 101 pacientes con sintomatologia
gastroduodenal e indicacién de una endoscopia digestiva superior, que aceptaron
participar en el estudio dando su consentimiento por escrito. Aquellos que
recibieron tratamiento antimicrobiano y/o de inhibidores de la bomba de protones
en las dltimas 3 semanas previo a la toma de muestras fueron excluidos.

Pruebas de referencia. A los pacientes se les realiz6 el diagnéstico de H. pylori por
las pruebas de referencia, PRU e histologia.>® La coincidencia en los resultados de
ambas técnicas de referencia se considero para la confirmacion diagnéstica de
positivo 0 negativo a la infeccion por H. pylori.

Panel de muestras de heces. Se recolectaron muestras de heces a los pacientes, las
cuales se trasladaron al Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias patdgenas
y Helicobacter del Instituto Pedro Kouri, en termos refrigerados y se almacenaron a
2-8 °C hasta ser estudiadas. Las muestras que no se procesaron en el intervalo de
las 24 h, se congelaron a -20 °C hasta su uso.

ELISA SD. Se realiz6 segun las recomendaciones del fabricante Standard
Diagnostics, Corea. La muestra se coloc6 a temperatura ambiente (15-30 ©C) y una
pequefa porcidn de heces (aproximadamente 50 g) se cargé con un hisopo y se
transfirié a un tubo de prueba con 1 mL del diluente de la muestra. El tubo de
prueba se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min. Cien microlitros de los
controles positivo y negativo y de las muestras pre-diluidas se colocaron en la placa
de microtitulacion que contiene anticuerpos monoclonales contra H. pylori.
Posteriormente se afiadieron 25 pL del conjugado enziméatico en cada pocillo y la
placa se incubé 60 min a 37 ©C en camara humeda. La placa se sometié a cinco
lavados consecutivos afiadiendo 350 pL de solucion de lavado diluida (1:20) en
cada pocillo. Cien pL de la solucién de sustrato TMB, preparada antes del uso, se
afiadio a cada pocillo. La placa se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se detuvo la reaccion afiadiendo 100 pL de la solucién de parada en
cada pocillo. La lectura de la placa se realizdé en un lector de microELISA (MRX
Revelation, Dynex Technologies, Alemania) a 450 nm empleando como referencia
620 nm.

La interpretacion de los resultados se realiz6 mediante el calculo del valor de corte
(VC), teniendo en cuenta la media aritmética de las densidades 6pticas (DO) del

control negativo (Cn) por triplicado y se calculd segun la siguiente férmula:

VC= (DOcn1+DOcn2+DOcn3)/3 + 0.1.
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El resultado fue considerado positivo cuando la DO de la muestra fue mayor o igual
que el VC.

SD BIOLINE. El ensayo inmunocromatografico que emplea un anticuerpo
monoclonal se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras
y el dispositivo de prueba se colocaron a temperatura ambiente. Dos volumenes del
diluyente (2 mL) se transfirieron al tubo de recoleccién de muestras.
Posteriormente se afiadieron 4 gotas en el pozo del dispositivo de prueba y se
incubo de 10 a 15 min.

El resultado fue positivo cuando dos lineas rosa (débil o fuerte) se observaron en la
zona del control y de la prueba. Se consider6 negativo cuando solo se observé una
linea rosa en la zona del control. La prueba se clasific6 como no valida cuando no
se observo ninguna banda color rosa en la zona control y se determind repetir la
muestra nuevamente usando un dispositivo de prueba nuevo.

Anadlisis estadistico. Mediante EPIDAT 3.1 se analizaron los parametros de
desempefio de los sistemas en comparacion con las pruebas de referencia. De los
101 pacientes, 61 resultaron positivos a la infeccién con H. pylori, de ellos

52 fueron positivos por ELISA SD y 46 por SD BIOLINE. Los dos sistemas fueron
capaces de detectar el mismo numero de muestras negativas (37) del total de
40 muestras colectadas de pacientes confirmados sin infeccién por H. pylori
(tabla 1). La evaluaciéon del desempefio de los sistemas ELISA SD y SD BIOLINE
con respecto a las pruebas de referencia exhibié valores comparables de
sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo (VPP) (tabla 2).

Tabla 1. Comparacion de la deteccion de antigeno en heces por los métodos ELISA SD
y SD BIOLIME frente a las pruebas de referencia (histologia/prueba rapida de la ureasa)
que clasifican al paciente como positivo o negativo a la infeccion por H. pylori

Infeccion por H. pylori

ELISA SD H. pylori Positivo Megativo Total
Positivo 52 3 55
Megativo 9 37 46
Total 61 40 101

SD BIOLIME H. pylori

Positivo 46 3 49
Megativo 15 37 52
Total 61 40 101

La variabilidad en la sensibilidad de los sistemas de deteccién de antigenos de H.
pylori en heces se ha informado en la literatura, siendo un intervalo de 82-95 %
aceptable para el ELISA y de 71-91 % para el método inmunocromatografico.%11 El
presente estudio mostré un mejor resultado de sensibilidad con el sistema ELISA
(85,25 %) que con el sistema inmunocromatografico (75,41 %), aunque no hubo
diferencias significativas entre ambos ensayos (p= 0,255). Para ambas pruebas se
detectaron resultados falsos negativos. A pesar de que el traslado y conservacion
de las muestras de heces se realiz6 en un contenedor refrigerado, se considera que
pudieran afectar el desemperio de estas pruebas, factores limitantes como el hecho
de que las muestras no fueran colectadas frescas asi como el tiempo que media
hasta la entrega de las mismas donde se recolectan.
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Tabla 2. Parametros de desempefio de las pruebas ELISA SD y SD BIOLINE de deteccion de
antigeno de H. pylori en heces

Parametros Pruebas (IC-95 %)
ELISA SD SD BIOLIMNE

Sensibilidad 85,25 (75,53-94,97) 75,41 (63,78-87,04)
Especificidad 92,50 (83,09-100,00) 92,50 (83,09-100,00)
VPP 94,55 (87,63-100,00) 93,88 (86,14-100,00)
VPN 80,43 (67,88-92,99) 71,15 (57,88-84,43)
Indice de validez 0,881 (0,813-0,949) 0,822 (0,742-0,901)
Indice de Youden 0,78 (0,66-0,90) 0,68 (0,54-0,81)
Confiabilidad diagndstica 0,95 (0,882-1,018) 0,934 (0,8656-1,002)

VPP: valor predictive positive; VPN: valor predictive negativo; IC: intervalo de confianza.

La especificidad de los métodos ELISA e inmunocromatograficos para deteccion de
antigenos de H. pylori en heces que emplean anticuerpos monoclonales varia entre
91-100 %.'? Los resultados obtenidos en este estudio revelaron muy buena
especificidad (92,5 %), a pesar de que ambos sistemas detectaron tres muestras
como falsos positivas. Se ha utilizado la hipotesis de que la contaminacion externa
del material fecal pudiera incidir en resultados falsos positivos.1® Algunos autores
atribuyen la causa a la capacidad que tienen estos ensayos para detectar formas
cocoides de H. pylori, que no son identificadas por las pruebas invasivas.*1> A este
fenotipo bacteriano considerado como no cultivable, se le ha atribuido una posible
funcién biolégica en la persistencia de la infeccidon ante un ambiente adverso.®

Estudios de evaluacion que emplean similares sistemas diagnésticos, nimero de
pacientes con sintomatologia gastroduodenal y pruebas de referencias (histologia y
PRU) obtuvieron valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN en el rango de
81-94 %, 80-91 %, 73-89 %, 86-92 %, respectivamente.'”'® Sin embargo, un
estudio realizado en Brasil con 75 pacientes dispépticos que emplea un sistema
ELISA comercial y solo la histologia como método de referencia, revelé una
sensibilidad de 87,2 % y especificidad de 44 %.%° En la actualidad, para
diagnosticar con certeza la infecciéon por H. pylori se recomienda emplear al menos
dos 0 mas métodos de diagnéstico validados.2°

Los valores predictivos positivos fueron superiores a los negativos, lo que puede
interpretarse como una mejor prediccion del método para confirmar la presencia de
H. pylori. Asimismo, los calculos de los indices de validez, de Youden y la
confiabilidad diagndstica de los sistemas evaluados fueron satisfactorios y avalan el
buen desempefio de estas pruebas.

Los sistemas de deteccion de antigeno evaluados en el presente estudio, exhibieron
un desempefio comparable a la histologia y la prueba rapida de ureasa para la
deteccion activa de la infeccién por H. pylori.

La sencillez y fiabilidad de sus técnicas, asi como la anticipacion de los resultados
del examen convierten al ELISA SD y al SD BIOLINE en pruebas promisorias para el
diagndstico, sin necesidad de realizar las pruebas invasivas.

El empleo futuro de estas pruebas en la deteccién de la infeccidon por H. pylori
pudiera ser de utilidad, en especial en el ambito de la atencién primaria de salud.
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