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RESUMEN

TEMA: Respuesta inmune ante la infeccidén por Helicobacter pylori

en adultos, Parroquia ElI Anegado Cantdn Jipijapa.

La infeccidon por Helicobacter pylori se ha convertido en uno de los principales
problemas sanitarios de salud, por esta razén afecta a la mayoria de la poblacién
mundial, sin importar la edad, género, raza y condicion socioeconémica, causando
diferentes patologias como gastritis, Ulcera gastrica, y si no es tratada puede llegar
a provocar complicaciones graves como adenocarcinomas, cancer gastrico, es por
ello que el organismo produce mayor cantidad de inmunoglobulinas de tipo 1gG
provocando la respuesta inmune. El objetivo fue evaluar la respuesta inmune ante
la infeccion por Helicobacter pylori en los habitantes de la Parroquia ElI Anegado
del Canton Jipijapa y de esta manera relacionar si los valores de anticuerpos IgG
nos indican infeccion activa o resuelta. Se realizO un estudio descriptivo,
prospectivo y de corte transversal en 101 pacientes pre diagnosticados que acuden
a los Centros de Salud Rural “El Anegado” y “El Albajacal”. A los pacientes
involucrados en este estudio se les realizo la prueba IgG para Helicobacter pylori
mediante la técnica de ELISA, segln los resultados obtenidos el 89% presentan
casos positivos y entre las manifestaciones clinicas méas relevantes se describen
28% de acidez estomacal y 17% de ardor y dolor de estomago. En conclusion, se
evidencia una alta prevalencia de casos con Helicobacter pylori en adultos de la
Parroquia EI Anegado, se recomienda llevar una dieta saludable, también depende
de la administracién de la terapia antimicrobiana de acuerdo a la prescripcion del

médico para que no existan recidivas.

Palabras claves: Helicobacter pylori, adenocarcinomas, Ulcera gastrica, Ulcera
peptidica, 1gG, ELISA.



SUMMARY

Helicobacter pylori infection has become one of the main health problems, for this
reason affects the majority of the world's population, regardless of age, gender, race
and socioeconomic status, causing different pathologies such as gastritis, gastric
ulcer, and it’s not treated, can lead serious complications such as adenocarcinomas,
gastric cancer, which is why the body produces more 1gG-type immunoglobulins
causing the immune response. The objective of this research the imnune response
by Helicobacter pylori infection in the inhabitants of the Anegado del Town Jipijapa
Parish and in this way relate whether the 1gG antibody values indicate active or
resolved infection. A descriptive, prospective and cross-sectional study was
conducted. It was 101 pre diagnosed patients who attend the Rural Health Centers
"El Anegado” and "El Albajacal” outside country. The patients involved in this
study had the 1gG test for Helicobacter pylori using the ELISA technique, according
to the results obtained, 89% presented positive cases and among the most relevant
clinical manifestations 28% of heartburn and 17% of heartburn and pain. In
conclusion, a high prevalence of cases with Helicobacter pylori in adults of the
Anegado Parish is evident, it is recommended to eat a healthy diet, also depends on
the administration of antimicrobial therapy according to the doctor's prescription so

that there are no recurrences.

Keywords: Helicobacter pylori, adenocarcinomas, gastric ulcer, peptide ulcer, 1gG,
ELISA.
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1. INTRODUCCION

La infeccion por Helicobacter pylori (Hp) es una de las mé&s comunes en los seres
humanos, en la actualidad afecta al 60% de la poblacion mundial (1), tras su
descubrimiento hace alrededor de 20 afios (2), hoy en dia se la ha considerado como
un patdgeno para la humanidad, en algunos paises en vias de desarrollo se adquiere
antes de los 10 afios de edad, la poblacién ya esta infectada alrededor de un 50%,

y antes de los 50 afios existe una gran prevalencia de 80%. (3)

Existen diferentes cepas de H. pylori, que varian de acuerdo a su virulencia, factores
de riesgo, factores ambientales, edad, etnia, género, geografia y estatus
socioecondémico que influyen en la incidencia y prevalencia de la infeccion por Hp.
(4). De igual forma se ha tomado muy en cuenta que los individuos portadores de
esta bacteria podrian desencadenar un adenocarcinoma gastrico o una ulcera
peptidica, de hecho, los médicos estdn preocupados cada vez mas por su

erradicacion. (5)

En Ecuador se estima que existe un 60 a 70 % de personas que estan infectadas
con esta bacteria y por lo tanto los individuos pueden tener infeccion asintomatica
0 sintomatica, (6), a consecuencia de esto, para conseguir una tasa de éxito de
erradicacion inicial del 90% se deben usar dosis suficientemente altas y la duracion
del tratamiento debe ser 10 a 14 dias teniendo en cuenta también la resistencia a los

antibidticos. (7)

Helicobacter pylori inflama la mucosa gastrica por lo consiguiente produce una
respuesta inmunitaria inicial reuniendo neutrofilos, linfocitos T y B, células
plasmaticas y macrofagos entorno a la célula epitelial dafiada, luego se desencadena
la respuesta primaria activando las células dendriticas, monocitos, neutrofilos y
macrdfagos; en cuanto a la respuesta inmune adaptativa se produce una fuerte
respuesta celular y humoral en la mucosa y la produccion de esta va a generar
anticuerpos que no van a permitir la erradicaciéon de la infeccion incluso puede

conllevar al dafio del tejido. (8)

De hecho, provoca una respuesta inmunitaria ya sea especifico o general, donde el

sistema inmune va a responder con un aumento temporal de anticuerpos IgM,
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continuando con un incremento de anticuerpos de tipo IgA e 1gG, siendo la
primordial respuesta sistémica la IgG y la mas usada para el diagndstico de

infeccidn en conjunto con pruebas complementarias. (9)

El problema de presentar infeccién por Helicobacter pylori recurrente es que el
huésped va a desarrollar una respuesta inmune, que va a ser inefectiva para eliminar
la bacteria, ademas los mecanismos para infectar al ser humano son controversiales,
por lo consiguiente, la mayor parte de los humanos adquieren la infeccion en la
infancia estos la controlan o la regulan. Sin embargo, el utilizar una prueba de 1gG
para Helicobacter pylori nos va ayudar a medir los valores de anticuerpos presentes
en el organismo, mediante el método sensible y especifico ELISA, de tal manera
también ayudara a un mejor diagndstico, tratamiento y prevencion de enfermedades
gastrointestinales a futuro, con este antecedente esta investigacion quiere responder
a la pregunta. ¢Cuales son los valores de 1gG de Helicobacter pylori que

determinan infeccion activa o resuelta?

La poblacion en estudio fueron los adultos que acuden diariamente con
sintomatologia a nivel gastrico a los dos centros de salud rural con los que cuenta
la Parroquia EI Anegado, uno se encuentra situado en la Cabecera Parroquial y otro
en el Recinto El Albajacal, es necesario indicar que en los lugares mencionados no
se prestan servicios de laboratorio, por lo cual se determind la importancia de

desarrollar esta investigacion en la poblacién mencionada.

Por lo consiguiente, mediante los objetivos planteados se aportaron resultados y por
ende conclusiones, ademas colaborar con datos estadisticos y asi fomentar futuras
investigaciones, indirectamente se ayudara a diagnosticar la presencia de

anticuerpos IgG y de esta manera evaluar la respuesta inmune en los pacientes.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la respuesta inmune ante la infeccion por Helicobacter pylori en adultos,
de la Parroquia EI Anegado del Canton Jipijapa

Objetivos especificos

e Caracterizar la poblacién socio demogréficamente.
e Identificar las manifestaciones clinicas de los pacientes.

e Determinar anticuerpos 1gG de Helicobacter pylori mediante método de
ELISA.

e Establecer una relacion entre los resultados obtenidos de anticuerpos 1gG y

las manifestaciones clinicas.

18



3. FUNDAMENTOS TEORICOS

GENERALIDADES

La bacteria H. pylori es un bacilo Gram negativo, en forma de “S”, tiene movilidad,
no posee capacidad de fermentar ni oxidar y presenta de 4 a 6 flagelos de 30 a 2.5
nandmetros, todos los flagelos se encuentran implantados en la bacteria lo cuales
les ayudan a moverse con mayor facilidad, microorganismo microaerofilo que
coloniza la mucosa gastrica del hombre, mide alrededor de 2.5 — 5.0 micras de
ancho. Ademas, presenta una membrana externa y una membrana plasmatica, en
su interior estd compuesta por un complejo formado por elementos fibriales,
nucleares y ribosomas que se inmiscuyen entre ellas. Los flagelos tienen una
estructura lipidica similar a la de la membrana externa, que tiene el objetivo de
cuidar de la degradacion del &cido a los flagelos, siendo esto de gran importancia

para su supervivencia en el medio en el que habita. (10)
PATOGENIA

La bacteria ingresa via oral y desciende al tubo digestivo se transporta hasta la
superficie de la capa que recubre la mucosa gastrica, la inhibicion se facilita por la
produccion del acido clorhidrico (HCI) provoca citotoxicidad que facilita la
inyeccion de proteinas con actividad citopatica como CagA y VacA, tiene
fosfolipasas que conllevan a la liberacion de lisolecitinas, las cuales constituyen un
factor ulcerogénico ademas posee lipopolisacaridos (LPS), peptidoglucanos,
tetrapéptidos, entre otros PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos)
que estimulan a una gran variedad de receptores extra- e intracelulares como el Nod
1. (11)

MECANISMO DE TRANSIMISION

La transmision de la infeccion por H. pylori se puede dar de persona a persona y
mas g todo entre del ambiente familiar; las vias de transmisién mas relevantes son
fecal-oral, oral-oral y gastro-oral, la via de transmision inicial se refiere a consumir
agua o alimentos contaminados con la bacteria. La via de transmision secundaria

implica la presencia transitoria de bacterias en la cavidad bucal, siendo una manera
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facil de contaminarse al momento de compartir utensilios de comer. La via de
transmision terciaria se da por el contacto con vomitos de pacientes infectados y de
manera iatrogénica o superfluas, a través de procedimientos que tienen relacion
directa, como colocacion de sondas orogastricas, endoscopias y accesorios
contaminados con H. pylori. (12)

Ademas cabe mencionar que desde el descubrimiento de la bacteria H. pylori, se
han realizado multitudinarios esfuerzos para conocer el modo de transmision y a

pesar de ello hoy en dia no se tiene una informacion concreta acerca de esto. (13)
MANIFESTACIONES CLINICAS

En su gran mayoria las personas infectadas con H. pylori pueden permanecer
asintomaticos durante mucho tiempo, aunque también suelen presentar
sintomatologia y a esto se le asocia con alguna patologia como gastritis o ulcera

peptidica, cancer gastrico, adenocarcinoma y linfomas gastrico. (14)

La bacteria H. pylori posee cepas agresoras y cepas indolentes, esta seria la causa
de aparicion de sintomas tales como: dolor en la parte superior del estomago,
nauseas o vomitos, gases, hinchazon y ardor del estdmago, dispepsia y en algunos

casos suelen presentar anemia. (15)
FISIOPATOLOGIA

La gravedad de la infeccion por H. pylori varia de acuerdo a la localizacion e
invasion dentro del estbmago. Tenemos la infeccion antral con moderada gravedad
lesional, en esta etapa hay mayor produccion de gastrina. La infeccion
predominante del cuerpo incita a atrofia digestiva y disminuye la produccién de
acido, aquellos individuos con infeccion mixta pueden tener efectos clinicos
evidentes que varian. Esta bacteria produce amoniaco, esto le permite vivir en el
medio acido del estbmago, ademas sus citotoxinas y enzimas mucoliticas

desempefian una actividad importante en el caso de la lesion de la mucosa. (16)
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Gastritis

La gastritis folicular se caracteriza por un marcado infiltrado inflamatorio de tipo
mononuclear y la formacion de foliculos linfoides con centro germinal en la ldmina

propia. (17)

Ulcera péptica

Es una llaga en el revestimiento del estémago o el duodeno, que es donde comienza
el intestino delgado, puede aparecer justo por encima del estdmago en el es6fago,

que es el tubo que conecta a la boca con el estomago. (18)
Cancer gastrico

Neoplasia maligna mas comun en el mundo y segunda causa de muerte por cancer
anualmente la incidencia del cancer gastrico varia en diferentes paises se considera
poblacion de riesgo aquella en la que la incidencia de cancer gastrico es mayor de
20/100 mil habitantes, la presencia de esta bacteria es un factor necesario para
desencadenar la carcinogénesis en la mayoria de pacientes que desarrollan ADCA

gastrico intestinal. (19)
Linfoma MALT

El linfoma MALT, también Ilamado linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa,
es un tipo de cancer que se incluye dentro del grupo de los linfomas no Hodgkin,
es uno de los subtipos de linfomas de células B. Suele originarse en el tejido linfoide
de la mucosa del tracto gastrointestinal, sobre todo en el estomago, también en el
tejido linfoide del pulmon, intestino delgado, glandula lagrimal, tiroides, mama y

otras localizaciones. (20)

RESPUESTA INMUNE

Una vez que los linfocitos reaccionan a antigenos extrafios, el sistema inmunitario
innato se activa, existen receptores que reconocen patrones de moléculas
inmunoestimulantes, otros son secretados y se unen a la superficie de

microorganismos, los receptores semejantes a Toll activan vias de sefializacion
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intracelular, estos favorecen la inflamacion y participan en la activacion de las
respuestas inmunitarias adquiridas. Las células dendriticas son las células del
sistema inmunitario innato mas eficientes, activan las respuestas inmunitarias
adquiridas, se encuentran en la mayoria de los tejidos, pueden activar de forma
directa a los linfocitos T, migran al lugar de la infeccion ayudan en la eliminacion
de los microorganismos, permanecen en el érgano linfoide donde ayudan a
mantener activas las células dendriticas, activan otros linfocitos T y a linfocitos B
a producir anticuerpos contra los antigenos microbianos. Por tanto, las respuestas
inmunitarias innatas se activan sobre todo en los lugares de infeccion, mientras que
las respuestas inmunitarias adquiridas lo hacen en su mayor parte en los 6rganos

linfoides periféricos como los ganglios linfaticos y el bazo. (21)
INMUNIDAD INNATA

Inmunidad innata o también llamada inespecifica es la segunda linea de defensa
nacemos con ella, la poseen los seres vivos ya sea en mayor o menor cantidad, actia
en segundos y carece de memoria inmunolégica, combate infecciones desde su fase
inicial. Forma un complemento por un grupo de proteinas, tiene la capacidad de
unirse a patogenos y destruirlo, las citocinas son pequefias hormonas de tipo
inmunoldgicas sintetizadas por diversas células para comunicarse con otras células,

como los fagocitos, linfocitos o Natural Killer. (21)
INMUNIDAD ADQUIRIDA

Inmunidad celular

Es la respuesta inmunitaria adquirida en la que actian los linfocitos T en la
destruccion de los agentes patdgenos, ademas estos destruyen células ya sean
propias, tumorales o infectadas contra los microorganismos intracelulares como
virus y bacterias. La funcion de esta inmunidad celular es inducir a la destruccion
del microorganismo residente que son capaces de sobrevivir y diseminarse en el

interior en los fagocitos o de las células infectadas. (22)
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Inmunidad humoral

La inmunidad humoral es la defensa primordial frente a infecciones por bacterias,
es mediada por anticuerpos que son secretadas por linfocitos B, los anticuerpos son
proteinas compuestas por dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas con una
region constante que definen la clase ya sean A, G, M, D, y E ademaés identifican y
neutralizan los microorganismos mediante su region variable, usando diferentes
mecanismos efectores para su eliminacién como la activacion del complemento u

opsonizacion. (23)
INMUNOGLOBULINA IgG

La IgG posee cuatro subtipos en los humanos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, cruzando
facilmente la placenta la 1gG, 1gG3 e 1gG4 mientras tanto la IgG1 e 1gG3 funcionan
como opsoninas. La 1gG3, 1gG1, IgG2 activan el complemento por la ruta clésica.
La IgG es la principal Ig en el suero, 75% de las inmunoglobulinas presentes en
suero del tipo lIgG. Asimismo, juega un rol muy importante en los espacios
extravasculares, es la Unica clase de inmunoglobulinas que atraviesa la placenta, la
deteccidn de 1gG es considerada como el mejor indicador para el diagnéstico de
infeccion, poseyendo valores de sensibilidad y especificidad que en poblacion
adulta supera el 90% (24)

METODOS DE DIAGNOSTICO

Para un diagnostico de H. pylori es importante tener en cuenta las distintas
condiciones o contexto clinico especifico, las recomendaciones antes y después de
la terapia de erradicacion y los métodos de diagndstico, esto en conjunto ayuda a
lograr un diagndstico temprano y oportuno, el éxito se obtiene a partir de métodos

cuya presion sea alta, sensibilidad y especificidad mayor a 90%. (25)
Métodos invasivos

Los métodos invasivos van a requerir fibrogastroscopia, procedimiento que permite

la observacion de la mucosa gastrica. (26)
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e Examen histoldgico
Es considerado por algunos como el estandar de oro para la deteccion de H. pylori
por ser una de las pruebas mas utilizadas y especialistas coinciden en que su
transcendental ventaja. les permitir observar claramente los cambios patoldgicos
asociados a la infeccidn, (25) revela la existencia de una gastritis antral superficial,
la identificacion del bacilo se consigue mediante la tincién de Giemsa. (26)

e Prueba réapida de la ureasa
Técnica cualitativa que determina la accion de la enzima ureasa, se realiza con una
pequefia muestra de mucosa gastrica, utilizada para descubrir la existencia de esta
bacteria. Al tubo con urea en su interior se coloca una muestra de biopsia que se
desea analizar, este contiene un medidor de Ph, en caso de que la urea se hidroliza
en anhidrido carbonico y amoniaco, significa que la muestra tuvo actividad ureasa

ademas provocara un cambio de color de amarillo a rosa. (27)

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La técnica de PCR es para detectar ADN de H. pylori, pero en concentraciones
bajas, estas pueden provenir de biopsias gastricas. Esta técnica tiene el 100% de
sensibilidad y es empleada para la erradicacion del patdgeno, permite revelar los
genes de factores de patogenia especificos como CagA y VacA, método rapido y

aplicable a diferentes tipos de muestras. (28)
Métodos no invasivos

Las pruebas no invasivas no implican la necesidad de realizar endoscopia, permiten
determinar la presencia o ausencia del microorganismo, se realiza de manera directa
0 por deteccion y la presencia de anticuerpos contra la infeccion ya sea inicial o
pasada, entre estos mencionamos la serologia, prueba de aliento a urea y prueba de

antigenos fecales, que permiten detectar al H. pylori. (25)

e Serologia
La principal bldsqueda mediante estos examenes sanguineos es determinar la
presencia de anticuerpos tipo 1gG o IgA especificos, ya que nuestro cuerpo busca
eliminar la infeccion mediante los mismos, entre los métodos mas usados son

ELISA y aglutinacién de Latex, se pueden realizar de manera sencilla, bajo costos
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y sirven para conocer si la infeccion activa o pasada, de manera que los anticuerpos

permanecen hasta los 6 meses despueés del tratamiento. (29)
Fundamento

El fundamento de las pruebas serolégicas esta dado por la respuesta inmune, tanto
local como sistémica que produce la infeccion por el Helicobacter pylori, los
anticuerpos tipo 1gG constituyen la respuesta inmune humoral frente a la infeccion
a nivel sistémico, mientras que las inmunoglobulinas de la clase IgA constituyen
los anticuerpos en la respuesta a nivel local (mucosa gastrica). El estudio seriado
del nivel cuantitativo de anticuerpos, 1gG e IgA especificos frente a esta bacteria
constituye, junto a la prueba del aliento, un instrumento adecuado para evaluar la
respuesta al tratamiento. Entre las 4 y 6 semanas después de finalizar el tratamiento
antibidtico parece que los titulos de anticuerpos séricos descienden en la mayoria

de los pacientes, independientemente de la efectividad de la terapia. (30)
Utilidad clinica

Los anticuerpos son de clase 1gG, IgA e IgM, cuyos niveles en suero tienen
correlacion con la severidad de la gastritis, son indicadores de gastritis asintomatica
tipo B, de hecho, los altos valores de IgM e IgA indican infeccidn inicial o activa,
mientras que altos niveles de 1gG pueden indicar infeccion activa o resuelta. Existe
una alta correlacién entre los niveles de anticuerpos IgG y los hallazgos
histologicos, con la severidad de la gastritis. En cuanto a la clase de
inmunoglobulina sintetizada, es mayoritariamente 1gG e IgA, hallandose en pocos
casos IgM en infecciones agudas. Esta es dificil hallarla por su corta permanencia

en circulacion. (31)

La determinacion serologica de anticuerpos anti Helicobacter pylori se puede
utilizar como un rapido screening para grandes poblaciones de pacientes y es un
gran indicador de diagndstico temprano de infeccion por helicobacter ya que la
respuesta inmune puede generalmente preceder a las manifestaciones clinicas de la

enfermedad. En pacientes menores de 45 afos, si la serologia es negativa, se omite
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endoscopia, mientras que si la serologia es positiva y el paciente es mayor de 40

afios, se hace una endoscopia para descartar neoplasia. (32)

e Cultivo

La identificacion de H. pylori se realiza en base de su morfologia son colonias
pequefas, grisaceas y brillantes de aproximadamente 1 mm de diametro, a la
tincion de Gram se observan organismos espiralados o esféricos, gramnegativos,
en cuanto a las pruebas de actividad de la ureasa, la catalasa y la oxidasa el
resultados es positivo, este método es el Unico que permite obtener y conservar
cepas para la purificacion de antigenos especificos y para realizar estudios
posteriores de gendémica y protedémica. (33)

e Prueba de antigeno fecal

Se basa en identificar el antigeno H. pylori en las heces mediante inmunoensayo
enzimatico, con el uso de anticuerpo policlonal anti-H. pylori. Este analisis ha
demostrado hasta la actualidad una excelente sensibilidad, especificidad, antes del

tratamiento, pero menos satisfactorio después del tratamiento. (34)

e Prueba de aliento

El test de aliento es considerado actualmente como el estandar de oro para el
diagnostico de la infeccion por Helicobacter pylori, por su capacidad del H. pylori
para transformar la urea en COO y NH3, el método es muy sencillo consiste en
administrar una solucién con urea marcada con carbono y cuando hay presencia de
H. pylori la prueba de aire espirado a través de los pulmones dara positiva, examen
indoloro, ayuno indispensable y no estar en tratamiento con antibioticos, ni

inhibidores de bomba protones. (35)
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4. METODOLOGIA

e Disefio y tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo y de corte transversal, se relaciond la
poblacion en estudio versus el agente causal, descriptivo por que se describi6 al
agente etiolégico en estudio, su comportamiento habitual relacionandolo con las
condiciones de vida de la poblacion en estudio.

e Poblacion
Estuvo conformado por 4.924 habitantes de la Parroquia El Anegado. (36)
e Muestra

Se aplico la formula de muestreo con un margen de error del 7% Yy nivel de
confianza de 93% para conocer el tamafio de muestra dando como resultado 162

personas. (37)

72 PQ N
82 N + 22 P*Q

n=

e Criterios de inclusién y exclusion

Los criterios de inclusion fueron: Los adultos pre diagnosticados o que hayan tenido
infeccion por Helicobacter pylori que desearon participar voluntariamente de la

investigacion mediante consentimiento informado.

Los criterios de exclusion fueron: las personas que no poseian ningun tipo de

afeccion géstrica.
e Consideraciones éticas

El presente trabajo se llevo a cabo de acuerdo a los principios de Helsinki, porque
se tomo en cuenta el consentimiento informado como lo ordenan las normas de la
OMS, protegiendo de tal manera la identidad e integridad del investigado, se trabajo
con codigos para el procesamiento de cada una de las muestras y para el analisis

estadistico.
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e Técnica para la recoleccion de datos
Encuesta

Se procedid a firmar el consentimiento informado, luego se le realizo la encuesta a
cada uno los participantes en esta investigacion, las preguntas de la misma fueron

validadas por expertos.

e Muestra bioldgica y de procesamiento
Sangre - Suero sanguineo.

e Procedimientos de laboratorio

Una vez que se registrd al paciente, se procedio a la obtencion de la muestra
sanguinea por puncion venosa mediante la técnica al vacio, se obtuvo 5 ml de sangre
en un tubo tapa amarilla con aditivo (gel activador de coagulo), debidamente
rotulada, las que mismas fueron transportadas en cooler, la centrifugacion se
realizé en los laboratorios de la Carrera de Laboratorio Clinico, previo a esto las
mismas fueron llevadas hasta el Centro de Especialidades IESS La Libertad de la
Provincia de Santa Elena mediante las normas de conservacion y transporte de
muestras, las cuales fueron procesados con la supervision del Coordinador del
laboratorio y por la poca afluencia de pacientes se realizaron 6 tomas de muestras,
siendo asi cuatro en el Centro de Salud Rural EI Anegado y dos en el Centro de
Salud Rural EI Albajacal.

En el presente estudio utilizamos la prueba inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), método de inmunoensayo, de la casa comercial ACCUBIND, para la
detectar la presencia de Anticuerpos IgG, utilizamos 100 ul de diluyente en un
tubo de khan 10ul de suero sanguineo mezclamos, luego colocamos 25 ul de
muestra diluida en la microplaca, afiadimos 100 ul del reactivo de solucion de
botina para Helicobacter pylori mezclamos durante 20 -30 segundos, incubamos 60
minutos a temperatura ambiente, descartamos el contenido de las microplacas y
realizamos 2 — 3 lavados con el buffer, secamos el exceso con un papel absorbente,
agregamos 100 ul de enzima cubrimos e incubamos por 30 minutos a temperatura

ambiente, realizamos nuevamente los lavados, agregamos 100 ul del sustrato de

28



trabajo previamente preparado, incubamos por 15 minutos, por ultimo usamos 50
ul de solucion de stop y llevamos al lector de ELISA de marca ROCHE. (38)

Los resultados se verificaron y validaron de acuerdo a los valores de referencia >20
U/ml del reactivo para su respectiva entrega.

e Fundamentos
19G

La respuesta inmune desarrollada contra el H. pylori tiene componentes
agudos/innatos y crénicos/adaptativos que involucran la produccion de anticuerpos
a nivel sistemico y de la mucosa, las personas infectadas presentan niveles altos de
IgG en la sangre, la deteccion de IgG es considerada como el mejor indicador para
detectar la evidencia de una infeccion en el tracto gastrointestinal, en la poblacion
adulta supera el 90%, el nivel de IgG indican el caracter crénico de la misma,

ademas se relaciona con el grado e intensidad de la colonizacion. (38)
Método de ELISA

Método de ELISA basado en la reaccion de los anticuerpos de la muestra con el
antigeno unido a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas por
reaccion con el antigeno son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso
posterior la globulina anti-humana reacciona con el complejo antigeno-anticuerpo,
y la que no se une es eliminada por los lavados, la unida reacciona con el sustrato
(TMB), para dar una reaccion coloreada azul, que cambia a amarillo tras la adicion
de la solucién de parada. Es la técnica més utilizada que permite, ademas del

diagnostico primario, la monitorizacion del tratamiento. (39)
e Valores de referencia
IgG > 20 U/ ml POSITIVO
IgG <20 U/ mlI NEGATIVO
e Interpretacion

Un resultado positivo no indica enfermedad gastrointestinal y no distingue entre la

colonizacién y la infeccién de H. pylori. Del mismo modo, un resultado negativo
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no elimina la ausencia de infeccion por H. pylori, sino més bien un valor o
concentracion muy bajo de anticuerpos que pueden estar relacionados con las

primeras etapas de colonizacion. (38)

e Equipos e instrumentos
Equipo M201 placa ELISA lector / lector de microplacas
Caracteristicas

e Automatico.
e Pantalla tactil LCD de 7 "',
e Sistema de operacion de ventanas.
¢ Resultados de la prueba mostrados simultaneamente.
e Fuente de luz LED
e VVida util de mas de 100,000 horas.
¢ 200 programas de prueba y 100,000 resultados.
¢ 3 modos de agitacion con tiempo variable.
¢ Autocomprobacién, alarma de mal funcionamiento.
e Marcador de cancer, prueba de fiebre tifoidea.
e Pruebas de VIH y hepatitis, Helicobacter pylori.
e Lectura de una microplaca de 96 pocillos en 6 segundos.
e Interface RS 232, 4 USB y memoria SD.
e Calibracion Automatica. (40)
Anti-H. Kits de ELISA AccuBind Pylori IgG

Método:

e Inmunoensayo enzimatico, colorimétrico

e Principio:

e Ensayo de emparedado, placa recubierta de estreptavidina
Muestra:

e 25 pl (dilucion 1: 100)

Sensibilidad:
e 0.1424 U/ ml
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Lectura:

e 450 nm
Tiempo Total:

e 105 minutos

=  Andlisis estadistico

Se realiz6 una base de datos en Microsoft Excel, luego se exporto la informacion al
programa SPSS, también se utilizo el software GraphPad. Ademas, se relacionaron
las manifestaciones clinicas y los resultados obtenidos mediante la prueba de Chi-
cuadrado, con una significancia de 0.07.
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5. RESULTADOS

TABLA 1. Distribucion por Género de los adultos de la Parroquia El

Anegado.

Alternativas Frecuencia Porcentaje
Femenino 61 60
Masculino 40 40

Total 101 100

De acuerdo a las encuestas realizadas a los adultos de la Parroquia El
Anegado, la mayoria de las personas que participaron en esta

investigacion pertenecen al género femenino.

GRAFICO 1. Distribucion por edad de los adultos de la Parroquia El
Anegado.

Edad
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En relacion a la edad de los colaboradores en este estudio, a partir desde los
18 afios, la mayor cantidad de pacientes poseen edad entre 19-32 afios y la

edad maxima hasta los 87 afos de edad.
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TABLA 2. Prueba de IgG Helicobacter pylori ELISA realizada a los adultos
de la Parroquia El Anegado.

Alternativas Frecuencia Porcentaje
Negativo 11 11

Positivo 90 89

Total 101 100

De acuerdo a los resultados de la prueba de 1gG Helicobacter pylori mediante
el método de ELISA realizada a cada uno de los pacientes pre diagnosticados
se logro conocer la presencia del anticuerpo indicando positividad en la

mayoria de los casos.

TABLA 3. Distribucion por Genero y numeros de casos en los adultos de la
Parroquia EI Anegado

Anticuerpos 1gG de Helicobacter P.

Alternativas Positivo Negativo
F % F %
Femenino 56 62 5 45
Masculino 34 38 6 55
Total 90 100 11 100

33



En relacién a los resultados obtenidos de la prueba realizada se clasifico la
distribucion por Género y numeros de casos en los adultos de la Parroquia El
Anegado, se obtuvo que la poblacion afectada es del género femenino con un

namero mayor de casos positivos en relacion al género masculino.

TABLA 4. Distribucién por edad y género de casos positivos en los adultos de la
Parroquia EI Anegado.

Género
Edad Femenino Masculino

F % F %
18 1 2 0 0
19-32 21 38 14 41
33-46 17 30 7 21
47 — 59 9 16 7 21
60 - 73 4 7 4 12
7487 4 7 2 ®
Total 56 100 34 100

Segun los resultados obtenidos de la distribucion por edad y género de casos
positivos con Helicobacter pylori IgG en los adultos de la Parroquia EI Anegado,
podemos deducir que las edades comprendidas entre 19 a 32 afios tanto del género

femenino y masculino presentan niveles altos de anticuerpos IgG.
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TABLA 5. Distribucién por edad y numeros de casos en los adultos de la

Parroquia EI Anegado

Anticuerpos 1gG de Helicobacter P.

Alternativas Positivo Negativo

F % F %
18 1 1 0 0
19 - 32 35 39 4 36
33-46 24 27 4 36
47 - 59 16 18 2 18
60 - 73 8 9 1 9
74 - 87 6 7 0 0
Total 90 100 11 100

En los resultados obtenidos de los 101 participantes en esta investigacion de

acuerdo a los grupos etarios, se obtuvo una frecuencia de 35 casos positivos que

representa un 39% y corresponde al grupo de edades entre 19-32 afios por lo tanto

este es el conjunto mas representativo.
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GRAFICO 2. Manifestaciones clinicas de los adultos de la Parroquia El Anegado.
Manifestaciones clinicas
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En relacion a las manifestaciones clinicas presentadas en los pacientes sintomaticos
se identifico que la mayor parte posee acidez, seguido de ardor y dolor de estdmago,

aunque algunos pacientes presentaron todos los sintomas mencionados.
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TABLA 6. Tabla cruzada relacion Manifestaciones clinicas- y los resultados de

Helicobacter pylori en los adultos de la parroquia el Anegado.

Helicobacter pylori 1IgG

Manifestaciones Negativo Positivo

clinicas F % F % Total
Acidez 3 27,3 25 27,8 28
Ardor de estomago 3 27,3 15 16,7 18
Diarrea 0 00 1 1.0 1
Do_Ior a_I presionar el 0 0.0 5 5.6 5
epigastrio

Dolor de estomago 2 18,2 16 17,8 18
Eructos 1 9,1 15 17 16
Nauseas 0 00 9 10 9
Regurgitacion 1 91 2 2,2 3
Vomitos 1 91 2 22 3
Total 11 100,0 100,0 100,0 101

Segun la relacién establecida entre la manifestaciones clinicas con los resultados
obtenidos de la prueba Helicobacter pylori existe un total de 28 personas que
representa una frecuencia de 25 casos positivos y 3 casos negativos, 18 adultos
respondieron que presentaban ardor de estdmago de los cuales 15 resultaron
positivos y 3 negativos, 18 casos con dolor de estbmago resultando 16 positivos y
2 negativos, en el caso de eructos 16 casos 15 positivos y 1 negativo , en cuanto a
las demas manifestaciones clinicas tenemos 1 caso de diarrea, 5 adultos con dolor
al presionar el epigastrio, con nauseas 9 personas, regurgitacion y vomitos
mostraron una misma cifra de 2 casos positivos. por lo tanto, se deduce que la

infeccion puede ser tanto sintomatica como asintomatica
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GRAFICO 3. Distribucion de puntos de corte y sintomatologia para identificar
infeccion activa o resuelta.

Puntos de corte

15+
0-20

21-40
41-60
61-80
81-100

101-200
IIIE.E ul T

=
o
1

Frecuencia
BBEEE0OAR

Sintomatologia

De acuerdo a los resultados se establecieron puntos de cortes los cuales se
relacionaron con las manifestaciones clinicas, mostrando que solo el grupo con
punto de corte con valores de 21-40 presentan sintomas, por lo tanto, no existe
significancia entre los demas valores, y se deduce que los adultos presentaron

respuesta inmune a Helicobacter pylori producida por la colonizacion de la bacteria
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6. DISCUSION

Hace més de 30 afios después de su descubrimiento, la infeccion por Helicobacter
pylori (H. pylori) sigue siendo la causa mas frecuente de enfermedades géstricas y
duodenales. H. pylories la causa principal de la gastritis crénica, la Ulcera
péptidica, el linfoma MALT géstrico y el adenocarcinoma gastrico. (41) tal como
se evidencia en este estudio, existe prevalencia por la cantidad de casos positivos.

Por lo tanto, al presentar infeccion por Helicobacter pylori el huésped va a generar
una respuesta inmune ya que el organismo responde a cada sustancia 0 cuerpo

extrafio que ingrese al mismo, y esta va a ser inefectiva para eliminar la bacteria.

En la investigacion realizada a 101 participantes, 60% pertenecen al género
femenino con una frecuencia de 56 casos y 40% al género masculino con 44 casos.
Esto concuerda con un estudio de Brito y col. (42), en el cual predomind el
femenino con 72 casos para un 69,2 %. La P=0,08 resultado no significativo, que
sugiere no existe asociacion, lo que denota que la prevalencia de la infeccidén no
predomina en un sexo sobre el otro. Ademas, en otro estudio muestra una mayor
prevalencia de la infeccion en el sexo femenino (79.41%) con respecto al sexo
masculino (20.59%), y el analisis estadistico realizado demuestra que esta
diferencia es significativa (p < .05). (43) En cuanto a los diferentes estudios
revisados se observo que el género femenino es la poblacion que acude con mas

frecuencia a los distintos centros de salud en busca de atencion médica

De los resultados obtenidos en los adultos de la Parroquia EI Anegado en este
estudio, revela que el 89% representan casos positivos y 11% casos negativos para
IgG Helicobacter pylori, lo que concuerda con el estudio de Quintana et al. (44)
donde se encontraron 83% de casos positivos y 17% casos negativos en aquel
estudio realizado en el Hospital San Vicente de Paul de Costa Rica..

Mediante la técnica de ELISA se detectan IgG o IgA dirigidas contra varios
antigenos especificos, sensibilidad y especificidad superan 90%, la erradicacion del
Helicobacter pylori puede ser de manera lenta o progresiva mostrando a los
resultados de las pruebas una caida en los titulos o concentraciones, de modo que

la mayoria de las pruebas seran negativas seis meses 0 un afio después de una
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erradicacion efectiva, de hecho a la reinfeccion se asocia a una nueva elevacion de
las concentraciones (5) segun un estudio comparativo de pruebas especificas para
Helicobacter pylori realizado en ambas etapas pre y post tratamiento, los
anticuerpos 1gG permanecen elevados por un tiempo prolongado, constituyendo asi
una inmunidad de memoria, Yy se destaca que los valores altos de anticuerpos 19G
se relacionan con una severa gastritis cronica del antro con una intensa colonizacion
de la bacteria. (45) a pesar de no determinar los titulos la frecuencia de esta
positividad fue muy alta lo que indica que son casos activos de Helicobacter pylori.
En relacion a la edad de los colaboradores en este estudio, tenemos a partir desde
los 18 afios, la mayor cantidad de pacientes poseen edad entre 19-32 afios con el
39% seguido del grupo de 36-46 afios con un 28%: Esto coincide con un estudio
donde se evaluaron a 140 pacientes, la edad media de la poblacion en estudio fue
36 afios, los hallazgos sugieren una mayor prevalencia de la infeccion en el grupo
etario de 21 a 60 afos de edad (85.7%) (46)

En relacion a los sintomas presentados se identificd que el 17% presento ardor y
dolor de estdbmago y un 28% acidez. Esto coincide con un informe realizado en la
ciudad de Quito, dando a conocer que la principal sintomatologia de los pacientes
fue: ardor abdominal 13.09%, sensacion de llenura 17.09%, sabor metalico en la

boca 3.27%, ardor estomacal 1.82% y aquellos sin sintomatologia 20.0% (47)

Es de vital importancia acentuar que las pruebas realizadas en el laboratorio clinico
ayudaran al diagndstico y tratamiento de los participantes por parte de los galenos.
Resulta necesario mencionar las limitaciones del estudio, entre ellas la muestra
estaba compuesta de individuos que presentaron manifestaciones clinicas similares:
ardor y dolor de estdmago, acidez, nauseas, eructos, regurgitacion y dolor al

presionar el epigastrio.
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7. CONCLUSIONES

e En conclusion, la mayoria de la poblacion afectada con la infeccion
provocada por la bacteria Helicobacter pylori del presente estudio
pertenecian al género femenino y las edades oscilan entre los 19 - 32 afios de
edad.

e Se identificaron las manifestaciones clinicas de la poblacion vulnerable que
formo parte de esta investigacion, la mayor parte presento acidez estomacal,
ardor y dolor de estbmago y en bajas proporciones presentaban nauseas,
eructos, dolor al presionar el epigastrio entre otras.

e Se realizaron pruebas para determinar anticuerpos 1gG de Helicobacter
pylori mediante método de Elisa, siendo este un método sensible vy
especifico, teniendo un gran nimero de casos positivos.

e Por ultimo, se establecio relacion de las manifestaciones clinicas con los
resultados de los pacientes estudiados, demostrando que el sintoma que
prevalecié fue la acidez, independientemente de este resultado la infeccion

puede ser tanto asintomatica o sintomatica.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda incluir como prueba de rutina Helicobacter pylori 1gG a
todos los pacientes que presenten molestias a nivel gastrico.

Se recomienda monitoreo cada 6 meses a los pacientes después del
tratamiento, porque pasado este tiempo los niveles de anticuerpos bajany la
respuesta inmune es menor Yy de esta manera poder determinar si se ha
erradicado la infeccion o si existe reinfeccion.

Realizar pruebas complementarias para descartar otras complicaciones,

como problemas cancerigenos.
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ANEXOS
ENCUESTA

Proyecto titulado: “RESPUESTA INMUNE ANTE LA INFECCION POR
HELICOBACTER PYLORI EN ADULTOS, PARROQUIA EL ANEGADO
DEL CANTON JIPIJAPA”

CcODIGO:

GENERO: M F EDAD: FECHA

1. ¢Hatenido alguna vez infeccion géastrica?

Sl NO

2. ¢Cual de las siguientes?
a) Gastritis d) Ulcera duodenal
b) Ulcera gastrica e) Otras

c) Ulcera peptidica
3. ¢Conoce Ud. que Helicobacter pylori es un factor de riesgo de infeccion

gastrica a nivel mundial?

Sl NO
4. ¢Ha presentado recientemente alguno de estos sintomas?
a) Dolor de estomago: SI f) Vomitos: SI __ NO__
NO_ g) Acidez: SI __ NO__
b) Ardor de estomago: SI h) Diarrea: SI __ NO__
NO_ i) Malaliento: SI __ NO__
c) Eructos: SI __ NO__ j) Dolor al presionar el
d) Regurgitacion: SI __ NO__ epigastrio SI__NO__

e) Nauseas: SI __ NO__

5. ¢Tiene alguno de los siguientes habitos para prevenir la infeccion gastrica
por Helicobacter pylori?

a) El agua que consume es: potable de bidén hierve el agua

49



b) Prepara la comida con alimentos frescos: SI _ NO__
c) Se lava las manos antes de comer y después de ir al bafio: SI __ NO__
d) Guarda en el refrigerador los alimentos que se descomponen facilmente S
__NO_
e) Come los alimentos inmediatamente después de prepararlos para evitar su
descomposicion: SI _ NO__
6. ¢se ha realizado el examen de Helicobacter pylori en sangre?

Sl NO

GRACIAS POR SU COLABORACION...
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Las estudiantes egresadas de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad
Estatal del Sur de Manabi (UNESUM) Lino Tubay Katiuska y Marcillo Rivera Maria le
INVITAMOS a participar en el proyecto de investigacion “RESPUESTA INMUNE ANTE
LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI EN ADULTOS, PARROQUIA EL
ANEGADO DEL CANTON JIPIJAPA”, dentro de los Proyectos de titulacion llevados a
cabo en la Universidad.

El objetivo de la investigacion es evaluar la respuesta imnune ante la infeccion de
Helicobacter pylori en adultos, mediante la determinacion de anticuerpos 1gG Helicobacter
pylori mediante el método de ELISA.

Para la realizacion de este proyecto es necesario recolectar informacién sobre sus datos
personales, ademas de las preguntas pertenecientes a la encuesta. También se trabaja en
conjunto con el proyecto de investigacion titulado: DETECCION DE ANTIGENO DE
HELICOBACTER PYLORI EN PACIENTES CON AFECCIONES GASTRICAS, EN LA
ZONA SUR DE MANABI:; Si usted acepta participar en la investigacion le solicitaremos
nos permita tomar una muestra sanguinea venosa para posteriormente realizar los analisis
de laboratorio pertinentes. La prueba no tiene ningin costo para usted y no representa
perjuicio de ningun tipo. Una vez obtenido los resultados, nosotros nos comunicaremos con
usted para indicarle los resultados de su examen de sangre y se pueda beneficiar del
resultado para el control adecuado de su salud y prevencion de enfermedades afines.

Su participacion es voluntaria y podra retirarse del estudio en cualquier momento. Toda la
informacion derivada de su participacién en este estudio serd conservada en estricta
confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores 0 agencias supervisoras de
la investigacién. Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la
investigacion sera completamente andnima.

He
leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he
realizado. He sido informado de los objetivos de la investigacion, con informacion clara
y precisa de la investigacion, propdsito del estudio, modalidad de participacion, riesgos
y beneficios. CONSIENTO VOLUNTARIAMENTE participar en esta investigacion
como participante y entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacién en
cualguier momento sin perjuicio alguno.

Nombre del Participante

Firma del Participante

Fecha

Firma y Nombre de las Investigadoras:

Katiuska Jazmin Lino Tubay Maria Cristina Marcillo Rivera

131688340-2 131224995-4
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VALIDACION DE ENCUESTA/CUESTIONARIO
Nombre de Estudiante(s):
Lino Tubay Katiuska Jazmin

Marcillo Rivera Marfa Cristina

Nombre del Tutor:
Leda. Anita Murillo Zavala

Tema de Proyecta de Tesis:

“Respuesta inmune ante la infeccion por Helicobacter pylori en adultos, Parroquia EI Anegado
del Cantdn Jipijapa”

Objetivo General:

Evaluar la respuesta imnune ante la infeccién de Helicobacter pylori en adulios, de la
Parroquia el Anegado del Cantén Jipijapa

Objetivos Espeeiticos:

Caracterizar la poblacién socio demograficamente.

Identificar las manifcstacionces clinicas de los pacicntes.

Detenminar anticuerpos 1g( de Helicobacter pylori mediante método de Elisa.
Fstablecer una relacion entre los resultados obtenidos de anlicuetpos TgG y las
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Urkund Analysis Result
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sintaxis vigentes.

Jipijapa, 29 de agosto de 2019
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UNIVERSIDAD ESTATAL DEL SUR DE MANABI
CENTRO DE IDIOMAS :
Creada el 7 de lebrero del 2001, segiin Registro Oficial # 261 Vs

CERTIFICADO No. 399

Licenciada

Jacqueline Delgado Molina, My,

DECANA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD - UNESUM
Presente, -

Seforg icenciad:

Por medio de la presente me permito CERTHACAR que fue comregido el Summary,
correspondicnte a la Tesis de Grado “RESPUESTA INMUNE ANTE LA
INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI EN ABULTOS, PARROQUIA
EI. ANEGADO DEL CANTON JIPLJAPA” previo a la obtencion del titwlo de
Licenciado en Laboratorio Clinico, pertenccicnte a los egresadosfas Lino Tubay
Katiuska Jazmin y Marcillo Rivera Maria Cristina, mismo que fue corregido por la

Lic. Antonicta Rodriguers Gonzalez, Mg. ElL
Parlicular que hago extensivo para los fines consiguientes.

Jipijapa, 12 de Agosto 2019
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FOTOGRAFIAS

J B ’,O M
Recoleccion de datos en el Centro de Salud Rural EI AnegadoRegistro de pacientes

.

previo a la toma de muestras en el Centro de Salud Rural Albajacal
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Toma de muestra sanguinea

Muestras sanguineas y muestras diluidas para procesar
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Equipo de ELISA marca ROCHE vy reactivos de la casa comercial
Accubind a utilizar.

Reactivo de IgG Helicobacter pylori de la casa comercial Accubind a
utilizar.
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Realizando los pasos de la técnica de ELISA
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Ultima visita al Centro de Salud Rural El Anegado
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Colocandole reactivo de trabajo en los pocillos de la micro placa.

Obtencidn de resultados en el equipo manual de ELISA
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Centro de Salud Ryral

EL ANEGADOQ
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MAPA

Jipijapa La America @

Parroquia EL
Tienda “El Beldaco® o ANEGADO"*

@

CEMENTERIO DE
EL ANEGADO

Google

— Datos del mapa ©2019  Ecuador Condiciones  Enviar comentarios 500 m L—

Ubicacion de la Parroquia ElI Anegado, Canton Jipijapa. Datos del mapa Ecuador
©Google 2019
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FORMULA DE CALCULO DE MUESTRA DE POBLACION
FINITA

FORMULA DESARROLLO
n= 2 P*Q N
2 2 *|
e2 N + 2722 P*Q 0.2
n= 1,81 2 5 4.924
0,2
0,07 24,924 + 1812 5
Donde:
0,2
n= Tamafo de la muestra n= 3,28 5 4.924
Margen de 32 0.2
Z= confiabilidad, 0,0049 4.924 + 8 5

e= Error admisible
N= Tamafio de la poblacion n= 4.041
24,13 + 0,82

n= ?

Z= 181 n= 4.041

P= 05 24,95

Q= 05

e= 0,07 n= 162 : : :
pacientes pre-diagnosticados

N= 4.924

NIVEL DE CONF. 93%
ERROR 7%
VALOR Z 1,81
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