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RESUMEN

Se adaptaron las pruebas de carbon
inmunoensayo (CIE) y contrainmuno-
electroforesis (CIEF) al diagnostico seroldgico
de Helicobacter pylori. La primera carecio de
reproducibilidad, contrastando con la alta
sensibilidad, sencillez y economia, con que se le
ha descrito en el diagnoéstico de algunas
parasitosis. La CIEF mostré un nivel detectable
de anticuerpos contra H. pylori solo en el 33% y
el 31% de los pacientes ©n gastritis 0 Ulcera
péptica respectivamente. Ni el CIE ni la CIEP, al
menos como fueron descritos en este informe,
podrian utilizarse en el diagndstico serolégico de
H. pylori. (Rev. Cost. Cienc. Méd. 1991;
12(3,4): 3-9).
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INTRODUCCION

La serologia en las enfermedades infecciosas
representa una opcion diagnostica,
especialmente en aquellos casos en los cuales
la toma de la muestra lleva algun riesgo, se
torna engorrosa 0 molesta para el paciente. Ese
es el caso de Helicobacter pylori, cuyo
diagnostico se realiza mediante aislamiento,
identificacion microscopica o bien mediante las
pruebas de ureasa; en todos esos casos se
requiere la biopsia géastrica (7). Por ello, se han
buscado métodos no invasivos, que obvien la
endoscopia, como las pruebas de urea marcada
con radiois6topos y las pruebas serolégicas (7,
10). Para el diagnéstico seroldgico de H. pylori,
se han disefiado varias pruebas, como la fijacion
de complemento y los ensayos inmuno
enzimaticos (1, 7). En ambos casos, el hallazgo
de anticuerpos contra esta bacteria se
correlaciona con la infeccién activa; ademas, los
estudios seroepidemiolégicos muestran un perfil
de anticuerpos en la poblacién, que
correlacionan con las tasas de a isla-miento del
agente (1, 7, 10). Sin embargo, las dos pruebas
mencionadas requieren cierto cuidado e
implementos que no estdn disponibles en la
mayoria de los laboratorios. Por lo tanto, seria
deseable contar con una prueba mas simple y
efectiva.

En ese sentido, el “Carb6on Inmunoensayo”
(CIE), parece reunir las condiciones
ideales. Es wuna prueba basada en la



marcacion de un complejo antigeno anticuerpo
con el carbén de la tinta china, permitiendo su
identificacion microsc@ica. Fue descrita en
1971(5) y se ha utilizado en el diagnéstico de
Candida albicans (6), Aeromonas salmonicida
(8), Encephalitozoon cuniculi (16), Toxoplasma
gondii (2, 3, 4, 14, 17) y enterobacterias como
Salmonella sp., Shigelia sp. y Vibrio sp (15).

En Costa Rica, Chinchilla y colaboradores han
trabajado esta técnica desde hace vanos afios
en el diagndstico seroldgico de toxoplasmosis e
incluso han hecho el diagnéstico serolégico
diferencial entre Toxoplasma y Besnoitia (4);
ademas, la prueba se adaptd a la microscopia
electronica de rastreo (11).

El objetivo de este trabajo es la evaluacion del
CIE en el diagnostico seroldgico de H. pylori,
comparandole con los resultados de
contrainmunoelectroforesis (CIEF), otra prueba
relativamente simple y conocida en evaluacion
serologica.

MATERIAL Y METODOS

Para la preparacion de suero anti Helicobacter,
se inmunizaron dos conejos adultos con una
suspension de Helicobacter pylori, obtenida de
tres aislamientos recientes. Las bacterias fueron
fijadas en formalina al 1% en amortiguador de
fosfatos salino (pH 7, 4), siguiéndose el
esquema descrito por Hebert, 1978 (9). La
efectividad de la inmunizacion se evalud
mediante  contrainmunoelectroforesis  (CIEF),
empleando un lisado del mismo antigeno
utilizado para la inmunizacion. Como control
negativo, se utilizé el suero de los conejos antes
de la inmunizacion, asi como otros sueros de
conejos no inmunizados con este antigeno.

Se analizaron mediante CIEF/50 sueros de
pacientes atendidos en la consulta de
gastroenterologia del Hospital México. Los
pacientes habian sido remitidos debido a
malestares géastricos. De cada paciente se tomé
una biopsia a nivel de antro para el diagnoéstico
de Helicobacter; ademés de aquellas requeridas
para su diagnoéstico histopatologico.

El diagnéstico de H. pylori se hizo siguiendo la
metodologia previamente descrita (12, 13).

La prueba de CIE se desarrolld siguiendo la
descripcion de  Chinchilla et al. (4).
Adicionalmente, se incorpor6 complemento o
proteina A (0,25 mg/ml); esta Ultima se mezcld
(2:3) con la tinta china 15 minutos antes de
aplicarla a la lamina(2).

Para la CIEF, se prepararon geles de agarosa al
0,8 por ciento en amortiguador de barbital
(0,082 M, pH 8,4) sobre laminas portal3objetos.
En cada lamina se inocularon seis alicuotas de
25 pul de cada suero en estudio y a 4 mm en
frente de cada suero se inoculé una dosis
similar de antigeno sonicado. Las laminas se
sometieron a 110 voltios durante 45 minutos. Se
leyeron como positivas aquellas parejas de
suero y antigeno entre las cuales se observo
una banda de precipitacion.

RESULTADOS

En la Figura 1 se ilustran algunos resultados del
CIE, tanto positivos como negativos,
comparando las observaciones al microscopio
de luz con las realizadas al microscopio
electronico de rastreo.

A pesar de obtenerse resultados positivos o
negativos  francos, estos  carecen de
reproducibilidad, pues en la evaluacion
del método, repitiendo la prueba 20



Figuras 1y 2. Electrografias de rastreo de una prueba de carb6n inmunoensayo (CIE) positiva.

Figura 1. Corresponde al recuadro sefialado en la Figura 2. Se aprecian dos bacilos impregnados por
particulas de carbén, que incluso en la bacteria de la derecha demarcan los flagelos. (barra= 10 pm).

Figura 3. Corresponde a una preparacion negativa, en la cual la bacteria no presenta la densidad de
granulos de carbdn observada en tas figuras anteriores.

Figuras 4 y 6. Corresponden a fotomicrografias tomadas a 1000x. La Figura 4 es una prueba de CIE
positiva, en la cual las bacterias se observan delimitadas por granulos de carbén.

Figuras 5 y 6. Corresponden a preparaciones negativas, fotografiadas en campo claro y contraste de
fases respectivamente. En la primera es dificil observar las bacterias por la falta de contraste de la
preparacion, debido a que no hay carbén impregnando las bacterias. En contraste de fases, pueden
observarse los bacilos, aun sin esa capa de carbén.



veces con cada dilucion de los sueros control,
se encontré que un mismo suero positivo podia
dar resultados negativos, que oscilaban entre el
55 y el 90 por ciento de las veces.
Contrariamente, un suero negativo daba
resultados positivos entre el 5y 10 por ciento de
las observaciones, situacion que no mejoré ni
con la adicion de complemento ni de proteina A
(Cuadro 1).

En el caso de CIEF se encontraron 33 (66 por
ciento) positivos. De esos 22 (67 por ciento)
correspondieron a pacientes que
histopatologicamente habian presentado algin
grado de gastritis; sin embargo hubo 11 casos
con gastritis en los cuales la prueba resultd
negativa. Por otra parte, 9 (69 por ciento) de los
positivos provenian de pacientes con Ulcera
péptica, ya fuese gastrica o duodenal; pero en 4
casos la prueba fue negativa. Los dos casos
positivos restantes eran de pacientes sin
lesiones histologicas; también hubo dos casos
normales negativos. En el Cuadro 2 se resumen
los resultados de CIEF.

DISCUSION

La prueba de CIE se ha utilizado para el
diagnostico seroldgico de algunas infecciones
bacterianas y micoticas, pero su mayor
aplicacion ha sido en parasitologia vy
especificamente en Toxoplasma (3, 4, 14, 17).
Algunos informes indican que esta prueba y la
inmunofluorescencia tienen una sensibilidad
similar (14, 16, 17). Sin embargo, otros indican
que la sensibilidad de la inmunofluorescencia es
superior (2, 3). Pero adn asi, su bajo costo y
sencillez han estimulado a algunos autores y
como mencionabamos previamente se sigue
utilizando en algunas parasitésis. No obstante,
en el diagostico serologico de H. pylori, los

resultados son desalentadores, pues aunque
hubo reacciones claramente positivas y
negativas con los sueros control respectivos,
esos resultados no fueron reproducibles. El
problema fundamental en esta técnica es la falta
de conocimiento respecto al mecanismo exacto
de reaccion. Posiblemente se trate de una
reaccion tipo lectina y el responsable de ella
seria alguno de los productos que se utilizan
para dar cuerpo a la tinta china, entre los que se
mencionan gomas Yy resinas vegetales. Sin
embargo, los fabricantes no han estandarizado
el tipo de aditivos empleados, pudiendo variar la
composicion de la tinta de un lote a otro. Ello
hace que aun de una determinada marca de
tinta china solo algunos lotes brinden buenos
resultados para el CIE (3, 14,16).

En el caso de la CIEF, si bien la prueba permitié
detectar la  presencia de  anticuerpos,
posiblemente carece de la sensibilidad
necesaria para reconocer los sueros con bajo
titulo, pues en el 33 por ciento de los casos de
gastritis y en el 31 por ciento de los pacientes
con Ulcera la prueba fue negativa. Sin embargo,
si se trabajara con anticuerpos dirigidos hacia
antigenos especificos; por ejemplo contra la
ureasa de esta bacteria, se podrian mejorar los
resultados. En todo caso, la CIEF permitié la
evaluacion del nivel de anticuerpos en los
conejos inmunizados. Pero, no representa una
herramienta para el diagndstico serol6gico como
las pruebas inmunoenziméticas o la fijacion de
complemento. En ese sentido el diagnéstico
ideal es el aislamiento de la bacteria; aunque
puede hacerse un diagnéstico presuntivo con la
prueba rapida de ureasa 0 la observacion de
bacterias curvadas en mucosa gastrica. Ambas
opciones tienen una tasa aceptable de valores
predictivos, al menos para los casos



CUADRO 1

REPRODUCIBILIDAD DEL CARBON INMUNO ENSAYO ENEL
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE H. PYLORI

Suero (dilucién)? N2de positivos (%) N2 de negativos (%)
Positivo (1:1) 4(20) 16 (80)

Positivo (1:10)P 9 (45) 11 (55)

Positivo (1:50) 2(10) 18(90)

Negativo (1:1)¢ 1(5) 19(95)

Negativo (1:10) 3(15) 17 (85)
Negativo (1:50) 2(10) 18(90)

a. Suerosde conejo posty preinmunizacién. Cada dilucién se ensayé 20 veces.

b. Laadicién de complemento o proteina A produjo un 70 y 10% de resultados positivos respectivamente.

c. Lasustitucién del suero por amortiguador de fosfatos produjo 5 a 11% de positividad en la prueba
estandary 35y 24% cuando se utilizé complemento o proteina A, respectivamente,

CUADRO 2

CORRELACION ENTRE EL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO
Y CONTRAINMONOELECTROFORESIS ENEL
DIAGNOSTICODE H. PYLORI

Contrainmunoelectroforesis

Diagnéstico
histopatolégico Positivo (%) Negativo (%) Total
Gastritis 22 (67) 11 (33) 33
Uicerab 9(69) 4(31) 13
Normal 2(50) 2(50) 4

a. Incluye gastritis tipo B, desde superficiales hasta cronicas atréficas.
b. Incluye tlceras pépticas duodenales o gdstricas.



positivos, aunque en ambos métodos se
requiere de una biopsia (13). De ahi Ila
necesidad de buscar métodos que no requieran

la gastroscopia.

SUMMARY

The carbon inmunoassay (CIA) and
contraimmunoelectrophoresis (CIEP) were used
for the serological diagnosis of Helicobacter
pylori.  The former lacked reproducibility,
contrasting with high specificity, and low cost as
described for the diagnosis of some parasitosis.
CIEP showed detectable level of antibodies
against H. pylori only in 33 per cent and 31 per
cent of the patients with gastritis or peptic ulcer,
respectively. These data suggest a low
sensibility of the CIEP to the serological
detection of this agent. Neither CIE nor CIEP, at
least as described above, could be used to the
diagnosis of H. pylori.
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