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Resumen

Introduccion. En Argentina contamos con poca accesibi-
lidad a los métodos diagndsticos no invasivos mds sensibles
y especificos para la deteccion de Helicobacter pylori (HP)
como el test del aliento urea-C13. Por esto mismo propone-
mos el desarrollo de un nuevo método para la medicién de
la concentracion de amoniaco (NH,) espirado con el fin de
lograr un diagndstico rdpido, preciso, accesible y de bajo costo.
Objetivo. Determinar la utilidad de un mérodo no invasivo
para la deteccion de HP, a través de la medicion de NH,
en la respiracion. Materiales y métodos. Se evaluaron 23
pacientes mayores de 21 afios que acudieron al consultorio
de Gastroenterologia. A todos se les practicé videoendoscopia
digestiva alta con biopsias gdstricas (antro, cuerpo e incisura
angular). Las muestras fueron remitidas para estudio histo-
parolégico y prueba de ureasa. Los sujetos que tuvieron ambas
pruebas negativas (no infectados) o positivas (infectados) fise-
ron seleccionados para la medicion del NH, en aire espirado.
Resultado. Se establecié una prevalencia de HP de 60,9%
(14 pacientes). De éstos, 10 tuvieron diferencias significati-
vas entre la medicion de NH , basal y posterior a la ingestion
de urea, arrojando una especificidad de 88,9% y una sensi-
bilidad de 71,43%, pero con un indice de Jouden mayor de
50%. Conclusion. Aunque se debe seguir desarrollando ex-
periencia, los resultados de este estudio piloto sugieren que la
medicion de NH, en el aire espirado tras la ingestion de urea
no marcada seria aplicable como prueba diagnéstica de HP,
teniendo en cuenta su bajo costo y simple manejo comparado
con los métodos no invasivos tradicionales.

Palabras claves. Helicobacter pylori, test de amoniaco en
aire espirado, test de ureasa, test del aliento urea-C13.
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Pilot test for Helicobacter pylori detection
with ammonia breath test

Summary

Background. In Argentina we have little access ro the more
sensitive and specific non-invasive diagnostic methods for
the detection of Helicobacter pylori (HP), such as the urea
breath test. The upper gastrointestinal videoendoscopy, with
biopsy for histological analysis and rapid urease test remains
as the usual method in our country, but the cost is high and
the accessibility is also limited. For this reason we propose
to develop a new fast, accurate, accessible and inexpensive
method for measuring the concentration of expired NH, in
order to achieve a diagnosis of active infection. Objective.
To determine the utility of a non-invasive method for de-
tecting HP through the measurement of ammonia in the
breathing. Materials and methods. We studied 3 patients
older than 21 years, attending the Gastroenterology clinic.
All patients who meet the inclusion criteria were evaluated
with an upper gastrointestinal videoendoscopy and gastric
biopsies (antrum, body and incisura angularis). Samples
were analyzed by histopathological examination and urease
test. The subjects with both negative tests (non-infected) or
positive (infected) were selected for ammonia measurement
in exhaled air. Results. The prevalence of HP infection was
60.9% (14 patients). Ten of these patients had significant
differences between the baseline ammonia and the ammo-
nia after urea ingestion, yielding a specificity of 88.9% and
a sensitivity of 71.43%, with a Jouden index higher than
50%. Conclusion. Although the experience must be ca-
rried forward, the results of this pilot study suggest that the
measurement of ammonia in breath test after ingestion of
unmarked urea would be applicable as a diagnostic test for
HP, taking into account its low cost and easy management
compared to conventional non-invasive methods.

Key words. Helicobacter pylori, test of ammonia in breathe
test, urease test, test of 13C-urea breathe Test.
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El Helicobacter pylori (HP) sigue siendo actualmente
una de las infecciones mds comunes en el mundo y se
encuentra asociada a un nimero importante de enfer-
medades gastrointestinales altas como gastritis crénica,
enfermedad tlcera péptica, linfoma y adenocarcinoma
gdstrico. Por esto mismo es de enorme importancia con-
tar en la clinica diaria con métodos diagndsticos que sean
rapidos, confiables y accesibles. La prevalencia de HP es
variable, dependiendo del nivel y condiciones socioeco-
némicas de la poblacién, por lo que hace mds vulnerables
a las poblaciones de paises en desarrollo.!

En la Argentina actualmente se encuentran pocos da-
tos sobre la prevalencia de HP. Segtin datos estadisticos
realizados por un estudio epidemiolégico nacional, la sero-
prevalencia global del HP en Argentina fue 35,7 + 3,8%,
siendo la edad el factor predictivo mds importante.”* Se-
gtn el Club Argentino de Estémago y Eséfago la seropre-
valencia estarfa cercana al 55,9% en la poblacién global,
siendo en pacientes pedidtricos del 15%.* Sin embargo,
estudios poblacionales realizados en la provincia de San
Luis registran una seroprevalencia en poblacién adulta
del 75,9% al 80%, por lo que es importante la heteroge-
neidad de las distintas poblaciones argentinas, algunas de
las cuales estdn mds expuestas que otras.*>

Muchos métodos diagnésticos han sido desarrollados
en los pasados 25 afnos para la deteccién del HP. Entre
ellos se encuentran los estudios invasivos (zest de la ureasa
rapida, histologfa, cultivo, reaccién de cadena de polime-
rasa), y no invasivos (serologfa, zest con C13 en aire espira-
do, determinacion de antigeno en materia fecal).

En nuestro pais contamos con poca accesibilidad a los
métodos diagndsticos no invasivos mds sensibles y especi-
ficos para la deteccién de HP, como el zeszdel aliento urea-
C,,. Este test ha tenido excelentes resultados,®'° desde la
primera publicacién realizada por Graham y col a partir
de la cual se demostré su utilidad para el diagnéstico ini-
cial y seguimiento del tratamiento, con una sensibilidad
aproximada de 97% a 100% y una especificidad de 95%
a 100%, siendo considerado por algunos autores como
el gold standard."'""'* Sin embargo, el test del aliento con
C ,-urea es relativamente caro y poco accesible en algunas
regiones del pais. Ademds, requiere el uso de radionucles-
tidos limitando su aplicacién en nifios y embarazadas. El
método para la deteccién de HP mds accesible en nues-
tra poblacién sigue siendo la videoendoscopia digestiva
alta con toma de biopsia tanto para el andlisis histolégico
como para el rest rdpido de ureasa, con una sensibilidad
y especificidad superior al 95%. Sin embargo, ademis de
ser un procedimiento invasivo, no todas las poblaciones
cuentan con estos recursos.

La alta actividad de la ureasa del HP provoca la rup-
tura de la urea en amonfaco (NH,) y CO,. Este cono-
cimiento ha llevado al desarrollo de metodologias que
podrian servir como indicadoras de infeccién activa, ya
sea midiendo el CO, como hace el zesz del aliento con
C,,-urea o midiendo NH, en el aire espirado.

En los fluidos corporales, especialmente en la sangre,
se encuentra principalmente amonio (NH,), mientras
que una pequeia parte se halla como NH,. Los pacientes
con HP pueden desarrollar niveles elevados de NH, en
jugo gdstrico.'® El NH, es absorbido a través del lumen
gastrointestinal y convertido en gran parte a urea por el
higado, la cual es excretada por los rifiones. Sin embargo,
una pequefia cantidad de NH; se excreta por los pulmo-
nes. Actualmente la medicién de amonio en aire espirado
ha sido fruto de pocos estudios en humanos. El amonio
estd presente normalmente en la respiracién a muy bajas
concentraciones (entre 100 y 2.000 partes por billén) y
se encuentra como parte de una compleja mezcla de com-
puestos orgénicos voldtiles, haciendo que su medicién sea
dificultosa y poco confiable con sensores convencionales."

Nosotros, por lo tanto, proponemos el desarrollo de
un nuevo método para la medicién de la concentracién
de NH, espirado, con el fin de lograr un diagnéstico de
infeccién activa por HP que sea rdpido, preciso, accesible
y de bajo costo.

Creemos, por lo tanto, que un resultado favorable en
el marco de esta propuesta de investigacién significa un
enorme avance para hacer el diagnéstico de la infeccién
por HP y fundamentalmente para comprobar su erradi-
cacién efectiva.

Materiales y métodos
Objetivos

Primario. Evaluar la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad de un método no invasivo de disefio
simple y bajo costo tendiente a evaluar los niveles de
NH, en la respiracién de pacientes que presenten o
no HP segtin dos métodos validados: el zesz rapido de
ureasa y la histologfa.

Secundarios. Establecer la relacidn existente entre
la dosis de urea administrada y su correlacién con el
nivel de amonio espirado, y corroborar la respuesta al
tratamiento.

Hipdtesis

Existen diferencias en los niveles de NH, en el aire
espirado por pacientes infectados con HP con respecto al
de sujetos no infectados.
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Diserio

Fue desarrollado un estudio experimental prospecti-
vo en pacientes de ambos sexos mayores de 21 afos, con
sintomas gastrointestinales altos, que acudieron al con-
sultorio de Gastroenterologfa. Fueron excluidos aquellos
pacientes que presentaron cirrosis hepdtica, insuficiencia
renal, gastrectomia o enfermedad pulmonar obstructiva
crénica severa. También se excluyeron quienes recibieron
tratamiento previo con inhibidores de la bomba de proto-
nes o antagonistas de la histamina en las dos semanas pre-
vias, o antibidticos o bismuto en el dltimo mes, y quienes
no aceptaron firmar el consentimiento informado.

Se definié sujeto no infectado a aquel individuo que
presenté un zest rdpido de ureasa negativo y ausencia his-
toldgica de HP con tincién de Giemsa. Se consider6 in-
fectado por HP quien presenté ambos métodos positivos.

A todos los sujetos se les confecciond una ficha con
los datos filiatorios, los hébitos téxicos, el consumo de
farmacos en las dltimas cuatro semanas, los antecedentes
clinico-quirdrgicos y los sintomas gastrointestinales (epi-
gastralgia, pirosis, nduseas, vémitos, melena, hemateme-
sis, anemia crénica, saciedad precoz y/o plenitud post-
prandial). A todos aquellos pacientes que cumplian con
los criterios de inclusién se les practicé una videoendos-
copia digestiva alta con biopsias géstricas (antro, cuerpo
e incisura angular). Las muestras fueron remitidas para el
estudio histopatoldgico y la prueba de ureasa. En todos los
casos incluidos la prueba de ureasa informada por el servi-
cio de anatomia patoldgica fue coincidente con el resultado
del estudio histopatoldgico. Todos los sujetos fueron selec-
cionados para la medicién del NH, en aire espirado.

A cada sujeto se le realizaron 6 mediciones de NH, en
aire espirado: 3 basales (primer tiempo) y 3 a los veinte
minutos de haber ingerido 300 mg de urea contenida en
cdpsulas de gelatina (segundo tiempo). Para la determi-
nacién del NH, espirado se utiliz6 un dispositivo experi-
mental con sensor electroquimico, expreséndose el resul-
tado en partes por billén por m? de superficie corporal (ppb/
m?). La calibracién del equipo fue realizada a través de téc-
nica quimica de dilucién de soluciones de NH, conocidas.

Las muestras de aire espirado fueron tomadas utilizan-
do una bolsa hermética con pipeta de llenado conectada
al dispositivo. Todos los sujetos participantes estaban en
ayunas y dentro de los 15 minutos de haber cepillado sus
dientes. Se llevaron a cabo tres determinaciones de 20 ml
de aire cada una y se utilizé el valor medio de las mismas.

A efectos de su evaluacidn, la diferencia entre la media
resultante de las 3 mediciones en el primer tiempo y la
media de las 3 mediciones en el segundo tiempo de cada
paciente se expresé como diferencia proporcional respec-
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to de la primera medicién. Las muestras fueron procesadas
por un solo observador dentro de las siguientes 4 horas.

Todas las variables evaluadas se registraron en una
base de datos en formato Microsoft Excel. Se utiliz6 como
herramienta cuantitativa el zesz de prueba diagndstica
simple del software EPIDAT, v.3.0, de la Organizacién
Mundial de la Salud, para el proceso de determinar en un
paciente la presencia de la enfermedad no susceptible de
ser observada directamente.

Resultados

Fueron encuestados 150 pacientes, de los cuales 27
presentaban criterios clinicos de inclusién. De ellos, 4
pacientes fueron excluidos (3 con zest de urea negativa
e histopatologia positiva y 1 con zest de urea positivo e
histopatologia negativa). Este dltimo paciente podia ser
un falso positivo por contaminacién con una bacteria
productora de ureasa.

De los 23 incluidos, 13 (56,5%) eran mujeres y 10
(43,5%) hombres. El promedio de edad global fue 52,6
afios (rango 22 a 81 afos). La edad promedio fue 54 afios
(rango 22 a 81 afios) para las mujeres y 50,9 afios (ran-
go 23 a 74 afios) para los hombres. El motivo de con-
sulta mds frecuente fue la epigastralgia en 17 pacientes
(73,9%), seguido de la pirosis en 3 (13,0%), la melena
en 2 (8,7%) y la anemia crénica en 1 (4,3%) (Figura 1).

Se estableci6 la presencia de infeccién por HP en 14
pacientes (60,9%) (Figura 2). Para los 9 pacientes no infec-
tados, la diferencia entre mediciones resulté negativa (entre

Figura 1. Motivo de consulta segiin sexo.

N muestral = 23 pacientes

/ n=13

56,5% n=10
/ ’ 43,5% AN
Epigastralgia Epigastralgia
”:% n=8
Anemia cronica 69,2% 80,0%
n=17,7%
Pirosis Melena
n=3 23,1% n=2 20,0%
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Mujeres Hombres

Prueba piloto para la deteccion de Helicobacter pylori con test de amonio en aire espirado.
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0% y - 4,4 %) en 8 casos y positiva (+ 5,8%) en 1. En los
14 pacientes infectados los valores de la diferencia se dis-
tribuyeron de la siguiente forma: rango de 36 a 55,6% en
10, diferencia nula en 3 y diferencia negativa (- 1,4%) en 1.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la anatomia
patoldgica. En la Tabla 2 se ven las diferencias de medicion
de NH, con respecto al valor del primer tiempo en orden

Figura 2. Presencia de Helicobacter pylori.

ascendente. De esta tabla surge que se obtuvo un resultado
incorrecto en el 28,5% de los pacientes infectados y en el
11,1% de los no infectados. Estos datos se sometieron a
una prueba de diagnéstico simple con un nivel de confian-
za del 95%. La Tabla 3 muestra la relacién entre la prueba
diagndstica y la anatomia patoldgica, y la Tabla 4 los resul-
tados de la evaluacién de la prueba diagndstica.

Tabla 1. Resultados de la anatomia patoldgica.

N muestral = 23 pacientes

Infectados
n=14

No infectados
n=9

n=9
100% de los hombres
43,5% de la muestra
71,4% de los infectados

n=4
30,8% de las mujeres
17,4 % de la muestra
28,6 de los infectados

111

Mujeres Hombres

n=9

69,2% de las mujeres
39,1 de la muestra

Informe de anatomia patoldgica

HP negativo - normal

HP negativo - gastritis cronica.

HP negativo - gastritis cronica en actividad

HP negativo - gastritis cronica intestinal con foco metaplasia intestinal
HP positivo - normal

HP positivo - gastritis cronica con foliculos linfoides

HP positivo - intensa gastritis crénica en actividad

HP positivo - gastritis cronica

BN RN CR N Ol )

N
W

Total de informes

HP: Helicobacter pylori.

Tabla 2. Diferencias de medicion de NH. ', con respecto al valor del primer tiempo en

orden ascendente.

Presencia de

Nivel de NH, en aire espirado (ppb/m?)

Helicobacter pylori Primer tiempo  Segundo tiempo  Diferencia (%)  Resultado
No infectado 135 135 0,0 Correcto
No infectado 135 135 0,0 Correcto
No infectado 138 138 0,0 Correcto
No infectado 140 135 -3,6 Correcto
No infectado 140 135 -3,6 Correcto
No infectado 141 141 0,0 Correcto
No infectado 142 135 -4.9 Correcto
No infectado 142 138 -2,8 Correcto
No infectado 138 146 5,8 Incorrecto
Infectado 135 160 18,5 Correcto
Infectado 135 160 18,5 Correcto
Infectado 135 165 22,2 Correcto
Infectado 135 180 33,3 Correcto
Infectado 135 180 333 Correcto
Infectado 135 210 55,6 Correcto
Infectado 140 145 3,6 Correcto
Infectado 140 145 3,6 Correcto
Infectado 140 165 17,9 Correcto
Infectado 140 170 21,4 Correcto
Infectado 135 135 0,0 Incorrecto
Infectado 135 135 0,0 Incorrecto
Infectado 135 135 0,0 Incorrecto
Infectado 143 141 -1.4 Incorrecto
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Tabla 3. Relacion entre la prueba diagndstica y la
anatomia patolégica.

Estado de los pacientes segln la anatomia patoldgica

Prueba diagnéstica Infectados No infectados Total
Infectados 10 1 11
No infectados 4 8 12
Total 14 9 23

Tabla 4. Resultados de la evaluacion de la

prueba diagndstica.
Valor IC 95%
Sensibilidad (%) 71,43 67,7-75,1
Especificidad (%) 88,89 83,2-94,6
Valor predictivo positivo (%) 90,91 86,2-95,6
Valor predictivo negativo (%) 66,67 62,3-71,0

indice de Jouden 0,60

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

Discusién

Los resultados de este estudio piloto sugieren que la
medicién de NH, en aire espirado (utilizando un sensor
electroquimico) tras la ingestién de urea no marcada seria
aplicable como prueba diagnéstica de HP. A diferencia
del trabajo realizado por Kearney y col," quienes encon-
traron en pacientes infectados tasas de niveles de NH, en
aire espirado basal mds bajas que en pacientes no infec-
tados, en nuestro trabajo no hubo diferencias significati-
vas en cuanto a las mediciones basales de ambos grupos.
Este hallazgo contrariarfa la hipétesis de que los pacientes
infectados con HP tienen una up—regulation de enzimas
hepiticas que incorporan el NH, en el ciclo de la urea.

Elaumento de NH, en la respiracién después de la in-
gestion de urea contradice los hallazgos de Plevris y col,?
quienes no encontraron diferencias en los niveles de NH,
en sangre entre pacientes que presentaban HP positivo y
negativo. Sin embargo, en este estudio se utilizaron dosis
mucho mayores de urea no marcada (100 mg/kg) y ade-
mids se incluyeron sujetos con enfermedad hepdtica cré-
nica que, como sabemos, presentan un importante incre-
mento de NH, en sangre y aire espirado.” Otros estudios
proporcionan evidencia a favor de este trabajo, como el
estudio realizado por Chittajallu y col que demuestra un
aumento de NH; en el jugo gistrico posteriormente a la
infusién de urea intragdstrica.”
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En nuestro estudio la prueba diagndstica arroja alta es-
pecificidad pero se encuentra acompafiada de un resulta-
do en el cdlculo de Jouden ligeramente mayor al 50%. El
calculo de Jouden deberd acercarse mucho més al valor 1
para adjudicar significacién a la aplicacién. Por ello, serd
necesario continuar desarrollando la experiencia con un
aumento del ndmero muestral. No se deberd soslayar la
capacidad diagnéstica del método estudiado, la simpleza
de su manejo y su bajo costo, comparado con los métodos
tradicionales.
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