Rev Mex Med Forense, 2017, 2(2): 36-50

ISSN 2448-8011

Método de ELISA para la determinacion de Helicobacter pylori
en muestras de suero y saliva
Articulo Original

ELISA method for the determination of Helicobacter
pylori in samples of serum and saliva: Original Article

Ivan Arturo Quijano Garcia®, Angel Augusto Aguirre Gutiérrez?, Patricia Beatriz
Denis Rodriguez®, Clara Luz Parra Uscanga’, Carolina Barrientos Salcedo®

RESUMEN

Introduccion: Helicobacter pylori es una
bacteria que se ha asociado
recientemente a la etiologia de gastritis
aguda, gastritis cronica, Ulcera péptica,
adenocarcinoma géastrico y linfoma
gastrico; los métodos tradicionales de
deteccion son invasivos; por ello, es
importante valorar técnicas no invasivas
para su deteccidn en sustratos accesibles
como el suero y la saliva.

Material y Métodos. Se tomaron
muestras de suero y saliva en una
poblacion de 65 individuos de 18-31
afnos, 71% del sexo femenino; las
muestras fueron analizadas por medio del
kit de ELISA de IBL International; los
resultados fueron comparados para

determinacion  de
especificidad.
Resultados: Los resultados de las
primeras 22 muestras de suero y saliva
resultaron positivos para ambas matrices
bioldgicas, dandonos una asociacion
estadisticamente significativa. Al valorar
los resultados de las ultimas 43 muestras
de suero y saliva encontramos cierta
variabilidad, sin significancia estadistica.
Conclusion: El kit 1gG ELISA es un
método sensible; teniendo en cuenta las
ventajas para la obtencion de las
muestras de saliva ante el suero, se puede
considerar como una ayuda para el
diagndstico de la bacteria.
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SUMMARY

Introduction: Helicobacter pylori has
recently been associated with the etiology
of acute gastritis, chronic gastritis, peptic
ulcer, gastric adenocarcinoma and
gastric lymphoma; traditional detection
methods are invasive; therefore, it is
important to evaluate non-invasive
techniques for detection on accessible
substrates such as serum and saliva.
Methods: Serum and saliva samples were
collected from a population of 65
individuals aged 18-31 years, 71%
female; the samples were analyzed by the
IBL International ELISA Kit; results were
compared for sensitivity and specificity
determinations.

Results: The results of the first 22
samples of serum and saliva were positive
for both biological matrices, giving us a
statistically significant association. When
evaluating the results of the last 43
samples of serum and saliva we found
some variability, without statistical
significance.

Conclusion: The IgG ELISA kit is a
sensitive method; taking into account the
advantages for obtaining the samples of
saliva and serum, this method can be
considered as an aid for the non-invasive
detection of H. pylori.

Keywords: Helicobacter pylori, saliva,
ELISA.

INTRODUCCION

Helicobacter Pylori es una
bacteria comdn que produce infecciones
cronicas en humanos en distintas edades;
y una vez que se establece, la infeccion
persiste durante toda la vida, aunque
también se ha descrito su eliminacion
natural (Marshall, 1988). ElI modo de
transmision m&s comdn en todos los
paises puede ser de persona a persona por
transmision oral-oral y oral fecal porque
se ha encontrado esta bacteria en muestra
de deposiciones de sujetos afectados
(Madinier, 1997), y que son condiciones
que fortalecen la aparicion de este
microorganismo. También se consideran
factores de riesgo los antecedentes
familiares y el género (Kabris, 2004:
Boshian, 2012).

En el afio 2005, Robin Warren y
Barry Marshall fueron distinguidos con el
Premio Nobel de Medicina por el
descubrimiento del Helicobacter pylori

(Torres, 2007), considerado como el
avance mas significativo en las
enfermedades gastroduodenales del siglo
XX (Ernst, 2006; Rico, 2006). En la
historia de los premios Nobel, es la
tercera ocasién que este galardén se
concede por el descubrimiento de una
bacteria (Mégraud, 2007).

La prevalencia de la infeccion por
H. pylori en una comunidad depende de
tres factores: la tasa de adquisicion de la
infeccion, la tasa de desaparicién, y la
persistencia tras el contagio (Buckley,
1998). En México, como pais en
desarrollo, también se adquiere desde la
infancia, alcanzando cifras de 80 % en la
poblacién joven con edades de 18 a 20
afios, y de que la seropositividad aumenta
un 5 % cada afio de los primeros 10 afos
de vida (Torres, 1998). La frecuencia de
seropositividad depende de la poblacién
estudiada, oscilando entre el 40-60%
dependiendo del estudio realizado
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(Lagunés, 2001,
Rodriguez, 2006).

Constanza, 2004;

El Helicobacter Pylori es un bacilo
gramnegativo, curvado y microaerofilico
que se encuentra en la mucosa gastrica
del estbmago humano. Tiene wuna
morfologia espiral en forma de
sacacorchos cuando se encuentra en la
mucosa gastrica y menos espiral cuando
crece en medios artificiales. Esta forma se
puede perder en los cultivos mas viejos o
sometidos a situaciones no favorables
para su crecimiento adoptando forma
cocoide. (Allen, 2008). Presenta un
tamafio de 0,5 a 1,0 micras de ancho y de
3 micras de largo. Tiene de 2 a 6 flagelos
monopolares, fundamentales para su
movilidad, y que estan recubiertos por
una vaina de estructura lipidica, igual que
la membrana externa, que parece tener la
mision de proteger a los flagelos de su
degradacion del medio &acido (Amieva,
2008).

Uno de los retos de Ila
investigacion de H. pylori es la
identificacion de los factores de
virulencia predictivos de la progresion de
la infeccion. Se han propuesto varios
factores de virulencia como cagA, vacA 'y
babA, entre otros. Aunque se han
asociado con un mayor riesgo de
enfermedad ulcerosa péptica,
adenocarcinoma gastrico o linfoma tipo
MALT (Beswick, 2006), ninguno de ellos
implica por si mismo el desarrollo de una
enfermedad en concreto. Esta asociacion
aumenta cuantos mas factores de
virulencia acumula una bacteria (Wen,
2009).

La colonizacion de la bacteria en
la mucosa gastrica humana produce una
gastritis superficial que puede permanecer
asi durante el resto de la vida o bien, al
cabo de dos afios o décadas desarrollar

una ulcera péptica (duodenal o gastrica) o
una gastritis atréfica que podria ser el
primer paso para la evolucion de un
cancer gastrico, o bien desarrollarse el
linfoma gastrico tipo MALT (Alvarado,
2007; Van Amsterdam, 2006). Esta
bacteria es el principal factor etiol6gico
para el desarrollo de la gastritis cronica, la
Ulcera péptica y el adenocarcinoma
gastrico y se estima que infecta a casi la
mitad de la poblacion mundial (Go, 2002;
Graham, 1998).

Existen dos patrones de gastritis
bien diferenciados (Monés, 2005). El més
comun es un infiltrado inflamatorio de
predominio antral (gastritis crénica
superficial no atréfica), localizado en la
proximidad del epitelio de superficie, que
cursa en la mayoria de los casos de forma
asintomatica y se asocia a la Ulcera
duodenal. EI segundo patron es la
extension difusa o multifocal de la
inflamacién hacia el cuerpo y el fornix
gastricos, con destruccion de las
glandulas (gastritis cronica atréfica). Los
mecanismos implicados en la evolucion
hacia uno u otro tipo se desconocen,
posiblemente participen factores
bacterianos, ambientales y del hospedador
(Quintero, 2004).

Actualmente se sabe que la
gastritis causada por H. pylori puede
progresar en algunos casos hacia la
atrofia, con destruccion del epitelio
glandular y su sustitucion por fibrosis y
por un epitelio de tipo intestinal; uno de
los factores de virulencia  del
microrganismo mas estudiados es la
proteina CagA, gue se ha asociado con un
riesgo elevado de aparicion de AG en
estudios efectuados en paises occidentales
(Asaka, 1997; Houghton,  2005).
Adicionalmente, H. pylori puede causar
diversas alteraciones de la fisiologia
celular  que contribuyen a la
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malignizacion, tales como la activacion
de receptores de factores de crecimiento,
la estimulacion de la angiogénesis, la
induccion de mecanismos de evasion de
la apoptosis o la facilitacion de la pérdida
del contacto intercelular (Malfertheiner,
2005). Algunas evidencias han permitido
demostrar la estrecha relacion entre la
infeccion por H. pylori y este tipo de
linfomas.  Estudios  epidemioldgicos
(Wotherspoon,  1991; Edit, 1994;
Doglioni, 2002) han mostrado que la
infeccion puede encontrarse entre el 90-
100% de los afectados por un linfoma
gastrico.

Estudios han tratado de determinar
la prevalencia de infeccién por H. pylori
en odontélogos de paises en vias de
desarrollo con mayores tasas de infeccion
comparados con la comunidad local por
estar expuestos a secreciones gastricas y a
la saliva (Medina, 2005; Camargo, 2012).

Métodos de deteccion de Helicobacter
pylori

No existe un Unico metodo
especifico para diagnosticar a los
pacientes infectados por H. pylori, sin
embargo; es importante a la hora de elegir
el método de deteccion emplear la
estrategia mas adecuada para cada
paciente. La eleccion de la técnica
apropiada para diagnosticar la infeccion
por H. pylori depende de varios factores,
como son: la sensibilidad y especificidad
de la técnica, el costo y disponibilidad de
la misma.

En la actualidad contamos con dos
grupos de pruebas que se emplean en el
reconocimiento de esta bacteria: el grupo
invasivo o0 directo (Bermejo, 2000;
Gisbert, 2000; Pajares, 2002) y el no
invasivo o indirecto en el que se situan las
pruebas serologicas. Entre los métodos

invasivos, que requieren la participacion
de estudios endoscopicos, se encuentran
la técnica de la ureasa (Fawcett, 2004), el
estudio  histologico  (Raica, 1996;
Trakarnvanich, 2007) el cultivo
bacteriano (Lee, 1997; Chromvarin,
2006), la deteccion por técnica de
reaccion de la polimerasa (Clayton, 1991;
Lu, 1999; Lottspeich, 2007).

Por medio de las técnicas no
invasivas se reconoce la respuesta inmune
humoral del organismo frente a la
infeccion por Helicobacter pylori con la
participacion de los linfocitos B presentes
en el infiltrado inflamatorio y en los
foliculos linfoides (Sabbi, 2005). Estas
células producen anticuerpos especificos
(inmunoglobulinas A, G, M, y E) frente a
los antigenos de esta bacteria que se
pueden detectar mediante prueba de
ELISA (andlisis de enzima ligada).

La técnica de ELISA es una
técnica de inmunoensayo en la cual un
antigeno  inmovilizado se  detecta
mediante un anticuerpo enlazado a una
enzima capaz de generar un producto
detectable, como cambio de color o algun
otro tipo; en ocasiones, con el fin de
reducir los costos del ensayo, nos
encontramos con que existe un anticuerpo
primario que reconoce al antigeno y que a
Su vez es reconocido por un anticuerpo
secundario que lleva enlazado la enzima
anteriormente mencionada.

En algunos estudios se han
evaluado la saliva y la placa dental como
posibles muestras no invasivas para el
diagnostico de H. pylori empleando
diversas  técnicas  (Kignel, 2005;
Nauntoffte, 2006; Hoffman, 2001). Se ha
descrito la deteccion de anticuerpos anti-
H. pylori en saliva, una prueba de féacil
realizacion, que seria util sobre todo en
nifios, obteniéndose en general con los
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diferentes preparados comercializados
unas cifras bajas de sensibilidad y
especificidad, lo que limita su empleo.
Sin embargo, también se han descrito
buenos resultados, por lo que quizas un
perfeccionamiento futuro la convierta en
una técnica  util  (Vaira, 1999;
Sonmezoglu, 2005). El interés en la saliva
como un medio de diagnostico se ha
incrementado considerablemente durante
la dltima década. La saliva, como otros
fluidos orales, ha demostrado ser un
reflejo completo de los estados normales
0 de enfermedad del organismo
incluyendo niveles de moléculas propias
en tejidos, estado hormonal,
inmunoldgico, neurol6gico, nutricional,
concentraciones de  moléculas  del
metabolismo y de sustancias introducidas
en el organismo con fines terapéuticos o
sustancias de abuso (Li, 2005; Tenuovo,
1997).

Entre las ventajas del empleo de
saliva en comparacion con otras muestras
bioldgicas podemos mencionar que: la
toma de ésta es facil y no invasiva, los
materiales que se requieren para Su
recoleccion tienen costo accesible y en
general no son materiales muy complejos
para su uso, no se requiere de personal
altamente capacitado y el trasporte y
almacenaje son sencillos. Sin embargo,
una de las mayores desventajas que tiene
el empleo de saliva es la deteccion
cuantitativa de los analitos de interés, ya
que generalmente se encuentran presentes
en concentraciones menores que en otros
liqguidos biolégicos como el suero
(Hoffman, 2001). Por fortuna, el
desarrollo de nuevas tecnologias con alta
sensibilidad permite realizar detecciones
y cuantificaciones del analito de interés
aln en concentraciones bajas como las
encontradas en saliva, por lo que la
muestra bioldgica no es, hoy en dia, una
limitacion (Christodoulides, 2005).

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio prospectivo,
observacional y comparativo, realizado en
una muestra de 65 alumnos inscritos a la
Facultad de Odontologia de Ila
Universidad Veracruzana; excluimos
aquellos que hayan estado tomando en las
Ultimas 2 semanas medicamentos anti-
inflamatorios no esteroideos (AINE),
bismuto, antibioticos, inhibidores de la
bomba de protones y corticoesteroides.

La primera fase comprende un
estudio de diagnostico en suero. En la
segunda fase se comparé la efectividad
diagnostica de la saliva con el Kit
utilizado en la fase de diagndstico. En la
tercera fase se analiz6 la prevalencia de la
bacteria en la poblacion y se comparara
con los datos obtenidos en el estudio con
saliva.

Se obtuvieron 5ml de sangre y
10ml de saliva por paciente en un horario
de 08:00 am a 10.00 am. Las muestras de
suero se mantuvieron a 4-8°C, se
centrifugaron para obtener el suero y se
mantuvieron a -20°C hasta el momento
del analisis. Las muestras de saliva fueron
colocadas en recipientes estériles y
almacenadas a -20°C hasta el momento
de su analisis.

Las muestras séricas fueron
analizadas por medio de la técnica de
ELISA, siguiendo las indicaciones del Kit
de la marca IBL International. Cada kit
permite realizar 96 determinaciones. LoS
resultados se interpretaron de forma
objetiva mediante espectrofotometria de
longitud de onda simple (450 nm). En el
caso de las muestras de saliva, se
siguieron las indicaciones del fabricante,
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con algunas modificaciones, como la
cantidad de analito utilizada (100
microlitros)

Para el analisis estadistico de la
informacion se disefio un formulario
electronico en Microsoft Excel para la
recoleccion de datos; en funcion del tipo
de variables, se emplearon tablas y
gréficos para su representacion.

RESULTADOS

De la muestra incluida (n=65),
71% correspondieron al sexo femenino y
29% al sexo masculino. La edad de la
poblacion analizada oscil6 entre los 18 y
31 afios, aunque el 66% de la poblacién
tenian entre 18 y 19 afios (Gréfica 1).

Edad de la muestra analizada

m18 19 m20 m21

22 W23 W25 m26 w28 W29 w30 m31

Gréfica 1. Edad de la poblacion estudiada

Al observar los resultados de las primeras
22 muestras de suero y saliva, podemos
observar que la mayoria de los casos
resultaron positivos para ambas matrices

biolégicas (Gréafica 2), dandonos una
asociacion estadisticamente significativa
(Tabla 1).
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Comparacion muestras biologicas
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Grafica 2. Patron de positividad de las matrices estudiadas
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Suero Saliva
Concentracion Diagnostico Concentracion Diagnostico

19.81 POSITIVO 18.2 POSITIVO
20.85 POSITIVO 18.2 POSITIVO
17.87 POSITIVO 18.43 POSITIVO
20.1 POSITIVO 22.66 POSITIVO
20.23 POSITIVO 18.26 POSITIVO
18.62 POSITIVO 18.33 POSITIVO
19 POSITIVO 18.84 POSITIVO
19.7 POSITIVO 18.31 POSITIVO
20.47 POSITIVO 18.79 POSITIVO
29.22 POSITIVO 18.26 POSITIVO
19.6 POSITIVO 18.36 POSITIVO
20.5 POSITIVO 18.33 POSITIVO
20.73 POSITIVO 18.31 POSITIVO
19.89 POSITIVO 18.92 POSITIVO
21.56 POSITIVO 18.34 POSITIVO
20.08 POSITIVO 18.9 POSITIVO
19.81 POSITIVO 18.26 POSITIVO
19.33 POSITIVO 17.38 POSITIVO
18.89 POSITIVO 18.38 POSITIVO
2043 POSITIVO 18.33 POSITIVO
22.29 POSITIVO 18.28 POSITIVO
19.37 POSITIVO 19.36 POSITIVO

Tabla 1. Resultados obtenidos en las primeras muestras estudiadas

Al valorar los resultados de las (Grafica 3), podemos observar que existe
ultimas 43 muestras de suero y saliva una leve variabilidad (Tabla 2).
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Comparacion muestras biologicas
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Grafica 3. Comparativo de las 43 muestras de suero y saliva

Suero Saliva

Concentracion Diagnostico | Concentracion | Diagnostico
71.66 POSITIVO 57.57838 POSITIVO
0.e8 NEGATIVO -3.842297 NEGATIVO
14.8 POSITIVO 6.475819 NEGATIVO

15.56 POSITIVO 9.403933 GRIS
-2.56 NEGATIVO -7.118996 NEGATIVO
-4.07 NEGATIVO -9.140789 NEGATIVO
26.28 POSITIVO 14911576 POSITIVO
74.15 POSITIVO 55.347436 POSITIVO
28.85 POSITIVO 10.937707 POSITIVO
3.78 NEGATIVO -7.9556 NEGATIVO
-4.07 NEGATIVO -11.371733 NEGATIVO
-5.35 NEGATIVO -10.535129 NEGATIVO
-2.71 NEGATIVO -6.142958 NEGATIVO
11.7 GRIS 5.29063 NEGATIVO
225 POSITIVO 12.541198 POSITIVO
6.42 NEGATIVO 5.011762 NEGATIVO
5.89 NEGATIVO -2.517674 NEGATIVO
12.54 POSITIVO 0.828742 NEGATIVO
2.57 NEGATIVO -8.164751 NEGATIVO
4 NEGATIVO -5.724656 NEGATIVO
-1.73 NEGATIVO -9.001355 NEGATIVO
-2.1 NEGATIVO -6.142958 NEGATIVO
4.76 NEGATIVO -3.633146 NEGATIVO
4.61 NEGATIVO -0.635315 NEGATIVO
-2.71 NEGATIVO -10.465412 NEGATIVO
-10.64 NEGATIVO -5.515505 NEGATIVO
25.37 POSITIVO 0.898459 NEGATIVVO
1.89 NEGATIVO -1.262768 NEGATIVO
5.97 NEGATIVO -0.774749 NEGATIVO
-1.12 NEGATIVO -6.770411 NEGATIVO
-0.29 NEGATIVO -7.885883 NEGATIVVO
-3.16 NEGATIVO -7.607015 NEGATIVO
9.06 GRIS -0.844466 NEGATIVO
15.1 POSITIVO 1.386478 NEGATIVO
15.4 POSITIVO 1.665346 NEGATIVVO
119.3 POSITIVO 101.639524 POSITIVO
154.79 POSITIVO 130.08406 POSITIVO
13.21 POSITIVO 8.637046 POSITIVO
30.28 POSITIVO 4.523743 NEGATIVO
25.75 POSITIVO 9.613084 POSITIVO
0.08 NEGATIVO -2.726825 NEGATIVVO
8.91 GRIS 2.432233 NEGATIVO

Tabla 2. Comparativo de las 43 muestras de suero y saliva
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DISCUSION

Helicobacter pylori es una bacteria
comun que produce infecciones conicas
en humanos en distintas edades; y una vez
se establece, la infeccion persiste durante
toda la vida, aunque también se ha
descrito su eliminacion natural. Para el
diagnéstico de este microorganismo
existen diferentes métodos invasivos y no
invasivos y la importancia radica en
conocer mas sobre estos Ultimos donde no
se presenta contacto directo con la
mucosa Yy pueden ser menos dolorosos
para todo tipo de pacientes e igual de util.

Para el diagnostico de la
infeccion, la mayoria de los autores han
empleado la serologia, principalmente la
técnica de ELISA. Es una técnica cuyas
principales ventajas son su bajo costo y
complejidad, presentando como
inconvenientes que la sensibilidad y
especificidad varian en funcion de
diferentes factores como el punto de corte
empleado, los antigenos del preparado,
las diluciones del suero empleado y el
método considerado de referencia. Es por
tanto una prueba que precisa de su
validacién local, lo que generalmente no
se ha hecho, y que por otra parte tiene la
desventaja de que un resultado positivo,
puede indicar infeccion activa o pasada.
La validacion local es un aspecto de suma
importancia, pues algunos han mostrado
gue en ancianos se produce un descenso
de la sensibilidad y especificidad,
mientras que otros han encontrado lo
contrario, de forma que podrian
necesitarse diferentes puntos de corte
segun la edad para obtener una mayor
eficacia de la prueba.

Hay varios equipos comerciales
para la deteccion de H. pylori mediante
serologia con una precision variable en
relacion a la técnica del andlisis y la
preparacion de los anticuerpos usados. En
este estudio, mediante
enzimoinmunoanalisis para detectar IgG
en saliva y comparandolo con suero, se
observé una alta sensibilidad, pero baja
especificidad.

Es por eso que hay factores que
debe de tenerse en cuenta para una
deteccion salivar razonable y precisa de
H. pylori, tales como el tipo de kit para
ser utilizado, fuente de antigenos, y la
complejidad de los protocolos de ensayo.

En el caso de las muestras
analizadas, los resultados mostraron que
existe una relacion en la primera parte de
la muestra evaluada, ya que los resultados
son muy parecidos entre ellos, dando
concentraciones  casi  iguales,  sin
embargo, el caso de la segunda parte
evaluada, existen varias diferencias, ya
que de las 43 muestras bioldgicas
comparadas 8 (18.6%) de ellas dieron
resultados diferentes, 5 resultaron estar la
zona gris y las restante 4 tuvieron
resultados muy diferentes entre ellas, lo
cual puede deberse a varios factores
durante el procedimiento, por ejemplo,
que en los pocillos no se les coloco los
insumos suficientes y el anclaje entre
antigeno anticuerpo no se llevd a cabo
correctamente.

Por otra parte, también pudimos
corroborar que efectivamente se puede
utilizar la saliva como una muestra
biologica en el analisis de ELISA para
H.pylori, aunque se observé que existen
variaciones entre las concentraciones de
suero y saliva en los resultados
cuantitativos; en los  resultados
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cualitativos se obtuvieron los mismos
diagnosticos que en la muestra biologica
de suero.

Se ha sugerido que las pruebas
serologicas para H. pylori debe validarse
localmente debido a que ensayos
validados en una region pueden producir
diagndsticos variables comparados con
otros. ES por eso que antes de
implementar una prueba en una poblacion
se realice un estudio previo para la
validacion, en este caso de un Kkit
comercial, ya que puede haber variantes a
la hora de ser utilizado. El kit comercial
(IgG ELISA) de IBL INTERNATIONAL
para suero y utilizado en muestras de
saliva nos arroj6é que es moderadamente
preciso para la deteccion de H. pylori.
Los resultados muestran que el kit IgG
ELISA es un método sensible, y teniendo
en cuenta las ventajas para la obtencién
de las muestras de saliva ante el suero, se
puede considerar como una ayuda para el
diagndstico de la bacteria.
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