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Resumen

Se reporta la evaluacion de una prueba inmunoenzimatica
(ELISA) para la determinacion de IgA secretora (IgAs) anti-
H. pylori en la saliva para el diagndstico de infeccion por
Helicobacter pylori. Se estudiaron 14 pacientes con
diagnostico de gastritis a los cuales se les realizo endoscopia y
toma de biopsia de la mucosa gastrica para analisis
histologico y bioquimico, que constituyen el estandar de oro
del diagnostico del padecimiento. Ademads, con fines de
comparacion, se evalud en suero la IgG anti-H. pylori,
utilizando un equipo comercial. La deteccion de IgAs anti-H.
pylori mostré una buena correlacion con los hallazgos
histologicos y bioquimicos. Ademas, cuando se confronté con
los valores de IgG en suero, mostr6 una mejor
correspondencia con la enfermedad. La sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos, asi
como la certeza diagnodstica de la IgAs en saliva fueron
92.8%, 100%, 100%, 93.3%, y 96.42%, respectivamente, los
cuales mostraron ser superiores a los de la IgG sérica. En
conclusion, la estimacion de IgAs anti-H. pylori por el
método de ELISA, es un procedimiento confiable, que puede
ser de gran ayuda en el diagndstico de infecciones por H.

pylori.

PALABRAS CLAVE: Helicobacter pylori, 1gA secretora,
IgG sérica, ELISA, endoscopia.

Introduccion

Las infecciones por Helicobacter pylori pueden
ser responsables de diferentes manifestaciones
clinicas, entre ellas: gastritis, ulcera péptica,
dispepsia no ulcerosa, adenocarcinoma, linfoma
gastrico asociado al tejido linfoide de las mucosas
o tipo MALT, y manifestaciones extragéstricas (1-
4). Su adquisicién conlleva a una inflamacion
cronica de la mucosa géstrica, que persiste
usualmente durante toda la vida, y que
gradualmente progresa hacia una atrofia en una
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Abstract

In this report, we describe an immunoenzimatic assay (ELISA)
for the determination of secretory IgA (IgAs) anti-Helicobacter
pylori antibodies in saliva for the identification of infections by
this microorganism. We evaluated 14 patients with a diagnosis
of gastritis to whom endoscopy was performed and biopsy
taken from the gastric mucosa for histologic and biochemical
analysis, considered the gold standard for diagnosis of H.
pylori infection. Furthermore, in order to compare the
efficiency of the IgAs determination, we tested the IgG anti-H.
pylori antibodies in the serum of the same patients using a
commercial kit. The Igds anti-H. pylori showed a good match
with the histologic and biochemical analysis. In addition, The
IgAs evaluation showed a better correlation with the disease
than the IgG anti-H. pylori in serum. The sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values, as well as the efficacy
were 92.8%, 100%, 100%, 93.3, and 96.4%, respectively,
which were superior to those for the IgG anti-H. pylori in
serum. In brief, the ELISA assay in saliva for the determination
of IgAs anti-H. pylori showed to be reliably and of great value
for the diagnosis of infections by H. pylori.
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proporcién importante de los individuos
infectados. Esta progresion es probablemente
multifactorial, y es influenciada, ademas de la
infeccion bacteriana, por factores genéticos o
ambientales (5). Sin embargo, la mayoria de los
individuos infectados permanecen asintomaticos
durante el trascurso de su vida. No se conoce con
certeza que causas determinan el resultado de la
infeccion, pero la expresion variable de ciertos
factores de virulencia puede ser una explicacion.
Entre ellos se han implicado algunas isoformas de
la citotoxina vacuolizante (VacA) y la isla de la
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patogenicidad (una secuencia de genes que se cree
participa en la capacidad infecciosa de la bacteria),
incluyendo el gen para la proteina asociada a la
citotoxina (CagA), que han mostrado ser mas
prevalentes en cepas causantes de ulcera péptica,
que en otras cepas (6, 7). Actualmente, sabemos
que las infecciones por H. pylori constituyen un
problema mundial, responsable de una prevalencia
por encima del 50%. Su presencia siempre produce
una respuesta inflamatoria en grado variable en los
individuos infectados, lo que representa un
problema de salud, no solo en los paises en
desarrollo donde su prevalencia alcanza valores
hasta del 90%, sino en los desarrollados donde la
misma varia entre el 5-10% (8). El principal factor
epidemioldgico de riesgo es posiblemente el bajo
nivel econdmico-higiénico-sanitario; de ahi que la
infeccion sea mucho mas frecuente en regiones no
desarrolladas.

La respuesta inmune, tanto innata como
adquirida, es importante para el control de la
inflamacién causada por el microorganismo y la
infeccion resultante. La infeccion produce una
infiltracion masiva de la mucosa gastrica por
neutréfilos y linfocitos (9) y niveles elevados de
anticuerpo especifico en suero, saliva, jugo
gastrico, y heces (10). A pesar de la respuesta
inmune contra la infeccion por H. pylori, la
bacteria es rara vez eliminada del estomago y la
infeccion persiste de por vida. No obstante, en
ratones inmunizados con ureasa de H. pylori se ha
observado una correlacion entre la IgA secretora
(IgAs) de las mucosas frente a la ureasa y la
proteccion contra la colonizacién con H. felis (11).

En relacion al diagnoéstico de laboratorio, no
invasor, se realiza generalmente por (i) prueba del
aliento de la urea marcada con carbono 13 (°C)
(12), (i1) determinacion de anticuerpos IgG o IgA
anti-H. pylori en suero o saliva por medio del
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) (13), y (iii)
ELISA para evaluar la presencia de antigeno de la
bacteria en heces (14). La saliva es facil de obtener
y a pesar de reportes en la literatura poco
entusiastas con el ensayo en H. pylori, algunos
parecer ser mas prometedores (15).

El proposito de este estudio fue investigar en
individuos sanos o infectados con H. pylori, la
eficiencia diagnoéstica de la determinacion de IgAs
anti-H. pylori en saliva, tomando como referencia
el estandar de oro constituido por la
esofagogastroduodenoscopia (endoscopia) con
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biopsia para estudio histologico y bioquimico, y
comparando su certeza diagndstica con un equipo
diagnéstico comercial que determina anticuerpos
IgG anti-H. pylorien suero sanguineo.

Material y métodos

Pacientes en estudio. Se evaluaron 14 pacientes del
Servicio de Gastroenterologia del Hospital
Universitario Dr. Miguel Oraa (HUMO) de la
Ciudad de Guanare, Edo. Portuguesa, con
diagnostico de ulcera duodenal o gastrica, o
erosiones gastricas diagnosticadas por
endoscopia. Ninguno de los pacientes habia
recibido tratamiento con drogas antiinflamatorias
sin esteroides, antibioticos o inhibidores de la
bomba de protones, en las tres semanas previas al
estudio. El 94% del grupo fue de sexo femenino y
6% de sexo masculino; la edad fluctuaba entre 18 y
53 afos (promedio 34 afos). Las caracteristicas de
la poblacion en estudio fueron comparadas con
valores obtenidos de individuos sanos, sin
antecedentes de gastritis y que viven en
condiciones de higiene adecuadas. Este grupo
formado de 10 individuos, 70% del sexo
masculino y 30 % del femenino, de edades entre 15
a 40 afios (promedio 29 afios), no se sometieron a
biopsia. La investigacion que aqui se describe fue
aprobada previamente por el Comité de Etica del
HUMO.

Examen histolégico y bioquimico. Los
pacientes fueron evaluados por endoscopia y
biopsia para examen histoldgico y bioquimico, de
mucha utilidad en el diagnostico inicial. Los cortes
obtenidos de la biopsia tomada de la mucosa antral
y cuerpo del estomago se fijaron en una solucion
de formalina al 4% por 24 h y se incrustaron en
parafina. Los cortes se tifieron con hematoxilina y
eosina, asi como por Giemsa modificado.

Las biopsias del estdbmago se usaron
también para investigar la presencia indirecta de la
bacteria por medio de la liberacion de ureasa,
utilizando un equipo comercial (UREIVIC, IVIC,
Venezuela), colocando un fragmento de la misma
en un tubo Eppendorf con agar que contiene rojo
de fenol y urea, e incubando durante 10 a 60 min.
En presencia de la bacteria en el tejido, la ureasa
que posee hidroliza a laureay se producen iones de
amonio que aumentan el pH favoreciendo el
desarrollo de un color rojo fucsia.

Determinacion de anticuerpos. Se obtuvo de



cada uno de ellos saliva y sangre para precisar la
presencia de anticuerpos anti-H. pylori de clase
IgA en saliva e IgG en suero. Las muestras se
almacenaron a-20°C hasta su uso.

Determinacion en saliva de IgAs frente a H.
pylori por medio del ELISA. Se examinaron por
ELISA muestras de saliva de sujetos sanos con el
proposito de establecer las diluciones que no
mostraran valores de densidad optica (D.O.)
elevados, debidas al ruido que generalmente se
observa a concentraciones altas, no solo de saliva
sino también de otros especimenes organicos. El
procedimiento se estandarizo usando diluciones de
la saliva en estudio en un amortiguador de fosfatos
pH 7.4 (PBS), con 0.05% de Tween 20 (Tw),
enriquecido con 1% de albumina sérica bovina
(BSA), y pozos comerciales previamente
sensibilizados con un extracto de H. pylori
(BIOLINE DIAGNOSTIC, Venezuela). En los
estudios preliminares se definié que la dilucion V4
era la Optima para precisar la existencia de IgAs en
saliva, y ademds que una dilucion 1:1000 del
antisuero anti-IgAs humana marcada con
peroxidasa (ZYMED LABORATORIES, Sn
Francisco, CA) en PBS-TW-BSA, era el
adecuado. En breve, la saliva se adiciond en
voliimenes de 100 pl, a microplacas cubiertas con
antigeno de H. pylori. Se incluyeron controles a los
cuales se les adiciono solamente el amortiguador.
Después de incubar por 30 min a 37°C, se lavaron
cinco veces con PBS-Tw y se incubaron con 100 pul
de un antisuero anti-IgA humana-peroxidasa
(1:1000) durante 30 min a 37°C. Las placas se
lavaron nuevamente cinco veces con PBS-Tw y se
les adicion6 100 pl del sustrato de 3,37,5,5'-
tetrametilbencidina con H,O, (TMB), incubandose
durante 20 min a temperatura ambiente (t.a.). La
reaccion se detuvo por la adicion de 100 pl de
H,SO, 1M y se procedid a su lectura a 450 nm. El
punto de corte de esta prueba se establecid usando
el promedio mas dos desviaciones estandar de los
controles sanos, negativos para la infeccion.

Determinacion de IgG en suero frente a H.
pylori. La cuantificacion de IgG se llevo a cabo
usando un equipo comercial de ELISA (BIOLINE
DIAGNOSTIC, Venezuela), donde 100 pl de
suero diluido 1:21 se adicionaron a pozos de
poliestireno previamente cubiertos con un extracto
de H. pylori. Las placas se incubaron durante 20
min a t.a. A continuacion, los pozos se lavaron
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cinco veces con PBS-Tw, y se procedid a agregar
100 pl de un antisuero anti-IgG humana
previamente marcado con la enzima peroxidasa,
seguido de incubaciéon durante 20 min a t.a. Las
placas se lavaron como se indico anteriormente, y
se agregaron 100 pl del sustrato de TMB
correspondiente, seguido de incubacion a t.a.
durante 10 min en la oscuridad, que da lugar a un
producto soluble de color amarillo. La reaccion
enzimatica se detuvo por adicion de 100 ul de una
solucion de H,SO, 1M a cada pozo. Las placas se
leyeron en un procesador de ELISA a 450 nm. La
concentracion de anticuerpos anti-H pylori en la
muestra es proporcional a la absorbancia del
producto formado (16). El equipo comercial
proporciona los controles negativos, positivos, asi
como el punto de corte.

Andlisis estadistico. La sensibilidad (SEN),
especificidad (ESP), valor predictivo positivo
(VPP), valor predictivo negativo (VPN), y certeza
diagnostica (C.D.) de las pruebas de ELISA se
calcularon como se describi6 previamente (17),
donde: SEN = proporcion de individuos con una
prueba positiva por ELISA (IgG o IgAs) entre los
sujetos con un resultado positivo por histologia y
bioquimica; ESP = ntimero de individuos con una
prueba negativa de ELISA (IgG o IgAs) entre el
numero total de sujetos con histologia y
bioquimica negativas; VPP = numero de positivos
por histologia y bioquimica entre todos los casos
positivos por ELISA (IgG o IgAs); VPN = nimero
de casos negativos por histologia y bioquimica
entre todos los negativos por ELISA (IgG o IgAs).
La C.D. es el nimero de casos correctamente
diagnosticados (verdaderos positivos y verdaderos
negativos) entre el nimero total de casos. Los
datos obtenidos se analizaron por medio de la
prueba de Fisher para determinar la homogeneidad
de varianzas entre grupos. Cuando dichas
varianzas fueron homogéneas se uso la prueba ¢ de
Student, y cuando fueron heterogéneas la prueba
U de Mann-Whitney. Los valores de P
corresponden a pruebas de dos colas, y un valor
criticode P < 0.05 se considero significativo (18).

Resultados
Los pacientes clinicamente seleccionados en el

Servicio de Gastroenterologia mostraron en el
estudio histoldgico de la biopsia obtenida del antro
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y cuerpo gastrico, una gastritis microerosiva activa
(infiltracion de neutréfilos) y cronica (infiltracion
de linfocitos y células plasmaticas). Los grados de
alteraciéon encontrados alcanzaron diferentes
magnitudes, en algunos casos con marcada lesion
celular e intenso infiltrado intraepitelial. Ademas,
en biopsias tefiidas con Giemsa modificado se
observo la presencia de la bacteria. Asimismo, la
determinacion de la produccion de ureasa por el
tejido obtenido fue positiva en todos los casos. Los
controles sanos no se sometieron a este
procedimiento (Tabla ).

Tabla 1. Caracteristicas de los individuos en
estudio y examen de las biopsias obtenidas

de IgG anti-H. pylori en suero, mostraron al
confrontarse con el estandar de oro, valores
menores en todos los rubros (Tabla 4).

Tabla 2. Determinacion de IgAs en saliva de
pacientes infectados con H. pyloriy en controles
sanos

Sexo Edad Histologia Ureasa
Grupo " F M (rango) £
Pacientes 14 13 1 18-53 + +
Normales 10 3 7 15-40 NSH” NSH

*NSH, no se hizo.

La saliva de los sujetos en estudio se sometio a
la determinacion de anticuerpos IgAs anti-H.
pylori. El punto de corte obtenido a partir de las
salivas normales a una dilucion de %4 fue de 0.463
(promedio = 2 D.E.). En estas condiciones, las
muestras de saliva diluidas Y4 de 14 pacientes
infectados con H. pylori, y 10 individuos sanos no
infectados se analizaron para establecer la
presencia de anticuerpos especificos por ELISA.
Los pacientes infectados con H. pylori mostraron
niveles significativos de anticuerpos IgAs anti-H.
pylori en la saliva de 13 de los 14 pacientes
estudiados, mientras que los sujetos no infectados
no mostraron anticuerpos por encima del punto de
corte (Tabla2).

El suero sanguineo de los pacientes y controles
sanos se evaluaron para definir la presencia de
anticuerpos IgG anti-H. pylori. El ensayo reveld
que 9/14 pacientes mostraron titulos de
anticuerpos frente a H. pylori. Por otra parte, 2/10
individuos sanos presentaron anticuerpos por
encima del punto de corte establecido (Tabla 3).

En estas condiciones, la SEN y ESP de la
determinacion de IgAs anti-H. pylori en las salivas
en estudio, cuando se comparan con los estudios
histolégicos y bioquimicos es de 92.85% y 100%,
respectivamente, mientras que el VPP es de 100%
y el VPN de 93.3%, con una certeza diagnostica
del 96.42%. Por otra parte, los valores obtenidos
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Pacientes* Controles sanos*
n Absorbancia| Resultado n Absorbancia | Resultado
(D.0) (D.0)
1 0.557 + 1 0.338 -
2 0.492 + 2 0.298 -
3 0.526 + 3 0.309 -
4 0.710 + 4 0.413 -
5 0.731 + 5 0.289 -
6 2.467 + 6 0.156 -
7 1.000 + 7 0.260 -
8 2.913 + 8 0.435 -
9 0.853 + 9 0.281 -
10 2.793 + 10 0.286 -
1 1.352 +
12 1.877 +
13 0.352 -
14 1.226 +

*La diferencia entre los grupos estudiados fue significativa
(P <0.001) Punto de corte: Se obtuvo a partir del promedio de
las salivas de los controles sanos + 2 desviaciones estandar,
el cual fuede 0.473.

Tabla 3. Determinacion de anticuerpos IgG
anti-H. pylori en el suero de pacientes y de
individuos sanos

Sujetos Positivos™ Negativos
en estudio (D.O., rango) (D.O., rango)
Pacientes 9 5

(0.681-1.148) (0.337-0.535)

Sanos 2 8

(1.09-1.409) (0.123-0.477)

*Punto de corte: 0.599. D.O., densidad optica.

Discusion

Los resultados que aqui se presentan, en un
numero limitado de muestras obtenidas de
pacientes con el diagnostico clinico de gastritis
debidas a infecciones por H. pylori, y comprobado
por estudios histoldgicos y bioquimicos, indican
que la determinacion de IgAs en saliva puede ser
una prueba de gran utilidad en el diagnostico de las
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Tabla 4. Sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos, asi como la certeza
diagnostica de los ensayos de ELISA parala determinacion de IgAs en saliva o IgG en suero

ELISA SEN* ESP* VPP* VPN* C.D.*
Anti-H. pylori
IgAs en saliva 92.85 100 100.0 93.30 96.42
IgG en suero 61.28 80 81.8 61.53 70.83

*SEN, sensibilidad; ESP, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo, y C.D., certeza

diagndstica

infecciones por H. pylori, ya que muestran una
gran SEN, ESP, VPP, VPN y C.D. superiores a los
obtenidos por evaluacion de IgG en el suero
sanguineo (Tabla 4). Ademas, la vida media corta
de 5.9 dias de laIgAs (19) permite con mas certeza
predecir que se trata de una infeccion activa o
reciente, y que podria inclusive ser utilizada para el
monitoreo del tratamiento especifico del
padecimiento. En apoyo de lo anterior podemos
mencionar que, la IgAs es la clase de
inmunoglobulina predominante en el sistema de
las mucosas y por lo tanto en el tracto
gastrointestinal, jugando un papel importante
como primera linea de defensa contra diferentes
patogenos. En consecuencia, la mejor respuesta de
IgAs que se observa durante la infeccion por H.
pyloripuede ser el resultado de la estimulacion que
ocasiona el microorganismo sobre el MALT, y
predomina en las secreciones externas, las cuales
brindan una proteccion especifica al bloquear a
este nivel la penetracion de agentes patdgenos
(20). Al igual que otros microorganismos, H.
pylori requiere de un proceso de adhesion tisular
que le permite acceder a los 6rganos y tejidos (21).
Es, en este proceso inicial donde posiblemente
pueda participar como un mecanismo importante
de defensa la [gAs anti-H. pylori. Por otra parte, la
vidamediadelalgG (IgG,,1gG,, e IgG,) decasi21
dias (22), le facilita su permanencia en circulacion
por mas tiempo, lo que puede impedir una mejor
C.D., particularmente después del tratamiento
especifico.

El andlisis histolégico y bioquimico, estandar
de oro para la deteccion de H. pylori, requieren de
una endoscopia y toma de biopsia, procedimientos
invasivos que no siempre son accesibles para el
paciente. Aunque existe un método no invasor
altamente especifico, que es la prueba del aliento

con urea marcada con carbono radioactivo (12), su
costo es elevado y el equipo necesario no se
encuentra disponible en la gran mayoria de los
laboratorios de nuestro pais. En consecuencia, los
estudios para el diagndstico de esta infeccion se
orientan en la buisqueda de métodos no invasivos y
que a la vez tengan una especificidad y
sensibilidad aceptable, y ademds, que sean
econdmicos. En este sentido, se han enfocado en la
busqueda de anticuerpos en sangre (23), o saliva
(24), y antigeno en heces (14) de los individuos
infectados.

Debido a la facilidad de coleccion,
particularmente en nifios, se ha usado la saliva para
determinar la presencia de anticuerpos IgG usando
equipos comerciales con resultados variables. La
sensibilidad reportada varia desde el 61% (25)
hasta el 88% (26) y la ESP desde 58% (27) hasta
81% (28). En cuanto a la determinacion de IgAs,
solo encontramos algunos informes, a pesar de que
la infecciéon induce una respuesta humoral
vigorosa tanto sistémica como a nivel de las
mucosas. Durante la infeccion con H. pylori, el
numero de células productoras de IgA aumentan.
Las células productoras de IgM e IgG también se
detectan, junto con complemento activado (29).
Veenendaal y col. (30) encuentran una importante
correlacion clinica entre IgA e IgG local y
sistémica; los autores determinan anticuerpos
IgAs anti-H. pylori de la mucosa, los cuales
muestran una SEN del 98.5%, y ESP de 91.7%,
mientras que los de IgG indican 88.3% y 98.6%,
respectivamente, resultados que fueron
comparables con los obtenidos por cultivos e
histologia.

En Venezuela se hareportado que laIgAsen
la saliva de nifios puede jugar un papel importante
en la inmunidad géstrica frente a la infeccion por
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H. pylori, asociado a la cronicidad y fase activa de
la gastritis (31). Los datos que aqui se presentan
utilizando saliva y determinacion de IgAs, pueden
ser de utilidad en estudios epidemioldgicos ya que
la prueba que se describe muestra una SEN, ESP,
VPP, VPN, y C.D. (Tabla 2), que le auguran
resultado prometedores y que pueden ser de
utilidad para el desarrollo de una prueba
diagnostica a través de la seleccion de antigenos
mas especificos.

Conclusiones

Existen numerosas técnicas para el diagnostico de
la infeccion por H. pylori, sin embargo, es
necesario mejorar los diferentes ensayos
existentes. Las areas actualmente en desarrollo son
las inmunologicas no invasoras, particularmente la
definicion de anticuerpos en saliva o suero, y de
antigeno en heces, el despliegue de técnicas
rapidas que puedan ser realizadas cerca del
paciente, y el perfeccionar inmunoensayos de
ADN para la determinacion de H. pylori sensible y
resistente a los antibioticos. En nuestro estudio la
evaluacion de IgAs anti-H. pylori en saliva
evidencio una mayor ESP, SEN, VPP, VPN y C.D.
superior a la del equipo comercial de IgG anti-H.
pyvlori en suero, tomando como referencia el
estandar de oro de endoscopia con estudios
histolégicos y bioquimicos. Este reporte
demuestra que entre las pruebas no invasoras y
facilmente aplicables, destaca la busqueda de IgAs
en saliva por su facilidad de obtencidn,
sensibilidad, especificidad y que ademas muestra
una alta certeza para tamizar pacientes positivos
para H. pylori.

Correspondencia: Dr. Librado Ortiz-Ortiz
e-mail:orlizfl @hotmail.com
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