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1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

En los ultimos afios, los estudios relacionados con la bacteria Helicobacter pylori (H.
pylori) han tenido una gran relevancia en el area de la gastroenterologia debido a que el
cancer gastrico es la cuarta neoplasia maligna mas comudn en el mundo y la segunda causa de
muerte por cancer anualmente, totalizando méas de un millon de defunciones por afio, siendo
el adenocarcinoma (ADCA) del estdmago el tumor més frecuente (95%). Se considera que la
presencia de esta bacteria es un factor necesario en la cadena de la carcinogénesis en la
mayoria de pacientes que desarrollan ADCA gastrico intestinal o diferenciado (Ramirez &
Sanchez, 2008). Aunque los primeros trabajos que comunican la presencia de bacterias
espirales en estbmagos humanos datan ya de hace mas de un siglo, fue hasta 1983 cuando el
estudio de Robin Warren y Barry J. Marshall establecio una relacién entre la infeccion por H.
pylori y la presencia clinica de trastornos gastrointestinales. Hoy en dia se conoce a esta
bacteria como el principal agente causal de la gastritis crénica y un factor de riesgo para el

linfoma gastrico y el adenocarcinoma (Vallejos, Enriquez, Lopez, Valdez, & Pérez, 2009).

En la actualidad nadie pone en duda la importancia de la infeccion por H. pylori como
el factor causal mas importante en la Ulcera péptica, tanto duodenal como gastrica. Este
conocimiento ha causado un gran impacto en la evaluacion diagndstica y terapéutica de esta
enfermedad (Blancas, 2004).

La bacteria tiene una gran variabilidad genética, evidenciada por estudios de genotipos
y secuenciacion de ADN. Recientemente se han descrito genes bacterianos especificos que
estan asociados con la virulencia de las especies bacterianas. La interaccion entre la bacteria y
el hospedero, es un factor clave que determina las consecuencias clinicas de la infeccion
por H. pylori. A este respecto, el sistema inmune juega un papel importante en prevenir o

promover la enfermedad (Camorlinga, et al, 2005).

H. pylori fue aislado por primera vez en 1983 por Marshall y Warren. Este
microorganismo es una bacteria espiralada, microaerofilica, gram negativo y con extremos
redondeados cuando se observa directamente de biopsias gastricas (Roblejo, et al, 2005). Esta
bacteria segrega ciertas proteinas que atraen a los macréfagos y neutrofilos produciendo
inflamacién en la zona afectada; produce ademas grandes cantidades de ureasa, la cual al

hidrolizar la urea neutraliza el &cido del estdmago en su entorno, mecanismo por el cual se
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protege ain mas del medio externo. La bacteria segrega ademas proteasas, citotoxinas como
interleucinas, factor de necrosis tumoral alfa, factor de activacion plaquetaria, interferon
gamma, especies reactivas de oxigeno, lipopolisacaridos y fosfolipasas que son las principales
responsables del dafio de la mucosa que genera H. pylori (Triana, 2001). Asi mismo, esta
asociada fuertemente con diferentes desérdenes gastroduodenales como gastritis, Ulcera

péptica, linfoma MALT de bajo grado y cancer gastrico (Ramirez & Sanchez, 2008).

Uno de los aspectos de la infeccion por H. pylori en los que mas se ha trabajado y
avanzado es en el diagnoéstico. Actualmente se dispone de una amplia variedad de técnicas
para la deteccion de este microorganismo, las cuales tienen una gran fiabilidad. Se pueden
realizar métodos directos, que son aquellos que detectan la presencia de la bacteria o el
genoma de ésta (cultivo, tinciones histoldgicas, técnicas moleculares), o indirectos, que son
los que aprovechan algunas caracteristicas del microorganismo (prueba rapida de la urea,
prueba del aliento con urea marcada, técnicas serologicas). Se dispone de técnicas menos
invasivas tales como: la deteccion de antigenos del microorganismo en heces fecales
empleando un ensayo inmunoenzimatico con anticuerpos monoclonales y el cultivo a partir de
la ingestién de una cépsula atada a una cuerda (Roblejo, et al, 2005). Todos los métodos
tienen ventajas y desventajas en términos de disponibilidad, rapidez, costos, precision del
diagnostico, etc. Los métodos invasivos, en especial la prueba rapida de la urea, se ha
encontrado que tiene baja sensibilidad diagnéstica en pacientes con Ulcera péptica sangrante.
Se ha sugerido que la manera de proceder en estos casos es ya sea obtener biopsias gastricas
solo para histologia o utilizar un método de diagnostico no invasivo. Las causas para la
disminucion de la sensibilidad diagndstica de los métodos invasivos en casos con ulcera
péptica sangrante ain no estan claros y el método diagnéstico que se debe utilizar en estos

casos aun no ha sido establecido (Castro, Sdnchez, Garcia, Miralles, & Vargas, 2004).

Gracias al desarrollo de métodos diagnoésticos, se ha podido avanzar en el
conocimiento del papel que representa esta bacteria en las patologias gastroduodenales, en la
historia natural del microorganismo, su epidemiologia y en la valoracién de la eficacia de los
diferentes tratamientos empleados para su erradicacion (Roblejo, et al, 2005). Para el
diagnostico no invasivo de la infeccion por H. pylori, se recomienda la prueba del aliento con
urea marcada con C*, es sencilla, tiene un costo moderado y es la prueba no invasiva més
sensible y especifica. Se recomienda aplicar el protocolo europeo, que incluye la
administracion previa de &cido citrico, dado que en caso contrario parece que aumenta el

riesgo de resultados falsamente positivos y/o negativos de la prueba. El reciente consenso
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europeo de Maastricht 1V recomienda también el uso de las pruebas monoclonales en heces,
aunque requiere su validacion local (Gisbert, et al, 2013). En cuanto a los métodos invasivos,
la prueba de ureasa rapida en biopsias se ha considerado método diagndstico suficiente para
comenzar la terapia en pacientes sin métodos diagnostico invasivos previos (Malfertheiner, et
al, 2006)

El objetivo de este estudio fue establecer el valor diagnéstico de la tincion Warthin
Starry (WS) para la identificacion de H. pylori en biopsias géastricas. La tincion WS se
fundamenta en que el nitrato de plata es reducido mediante hidroquinona a plata metalica y
que esta Ultima se deposita selectivamente sobre H. pylori dandole una coloracion negra
contra un fondo marron claro. Esta tincion evidencia bacilos pleomdrficos en grupos o
cadenas cortas en las zonas de necrosis, facilmente visibles en lesiones tempranas
(Rodriguez, Giachetto, Cuneo, Gutiérrez, & Shimchack, 2009). Las tinciones de rutina
empleadas en biopsias gastricas para la identificacion de H. pylori son la tincién Giemsa y la
tincion de Hematoxilina-Eosina (HE). La tincion HE es una tincion basada en dos etapas, la
primera una tinciéon nuclear por un colorante basico (hematoxilina) y la segunda, una tincién
citoplasmatica por un colorante xanténico &cido (eosina). La hematoxilina en combinacion
con sales de aluminio, hierro o cromo, forma un colorante activo, la hemateina, formada por
oxidacion de la hematoxilina. Este se usa como colorante nuclear, tifiendo los nucleos de
color azul/negro y aportando un buen detalle de los mismos. Por este motivo, se suele usar
junto con un colorante citoplasmatico, generalmente la eosina, que aporta una gradacion entre
el rosa y el rojo a las estructuras y matrices celulares de caracter catiénico (a las que la
hematoxilina no tifie o lo hace muy débilmente). Se consigue asi un buen contraste de las
preparaciones microscopicas facilitando su observaciéon (Panreac Quimica S.L.U., 2011). La
tincion de Giemsa estd formada por varios colorantes: los tintes neutros utilizados combinan
el azul de metileno como tinte basico y la eosina como tinte &cido, lo que da una amplia gama
de colores. El azul de metileno es un colorante metacrématico, de ahi que muchas estructuras
se tifien de purpura y no de azul. EI pH de la solucion de esta coloracion es critico y se debe
ajustar idealmente segun diversos fijadores. La gama del pH debe de estar entre 6.4 y 6.9
(Ortiz, et al, 2005).



1. RESUMEN

H. pylori es una bacteria que posee la capacidad de sobrevivir en el estbmago y
duodeno de los seres humanos, se estima que el 50% de la poblacion mundial es infectada por
este microorganismo y es la causa principal de afecciones como gastritis, Ulcera
gastroduodenal, linfoma gastrico, entre otras. El diagndstico de H. pylori se realiza mediante
el estudio de cortes de biopsias gastricas tefiidos con tinciones como Giemsa, Hematoxilina
Eosina, Warthin Starry (WS), entre otras. El presente estudio tuvo como objetivo establecer
el valor diagnostico de la tincién Warthin Starry para la identificacion de H. pylori en biopsias
gastricas. En esta investigacion se determind la sensibilidad, especificidad y concordancia de
la tincion Warthin Starry comparada con la tincion Giemsa, asi como las caracteristicas de

equivalencia entre ambas tinciones.

Se obtuvieron 450 biopsias gastricas, 150 de cada hospital participante (Hospital
General San Juan de Dios (HGSJD); Hospital Roosevelt e Instituto de Cancerologia y
Hospital “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), las cuales fueron tefiidas con Giemsa y
Warthin Starry. Se determiné la presencia de H. pylori por un patélogo de cada hospital
participante, utilizando como referencia la tincion Giemsa y haciendo una evaluacion de
Warthin Starry sin conocer los resultados previos de la tincion de Giemsa (estudio ciego).
Los datos recolectados fueron tabulados y analizados, determinandose 199 (44.22%) casos
positivos para H. pylori con la tincion de Giemsa y 156 (34.67%) casos positivos con la
tincion WS; 251 (55.78%) casos negativos para H. pylori y 294 (65.33%) casos negativos

con la tincién WS.

El hospital Roosevelt presentd un mayor porcentaje de casos positivos para ambas
tinciones, 72% (108/150) con Giemsa y 62.67% (94/150) con WS; el INCAN presentd 32%
(48/150) de casos positivos con Giemsa y 22.67% (34/150) con WS; el Hospital General San
Juan de Dios (HGSJD) present6 28.67% (43/150) de casos positivos con Giemsa y 18.67%
(28/150) con WS. Se determino que la diferencia en la frecuencia de H. pylori encontrada con
la tincidbn de Giemsa en el Hospital Roosevelt fue estadisticamente significativa

comparandola con el Hospital General San Juan de Dios y el INCAN (p<0.0001).

Comparada con la tincion de Giemsa, la tinciébn WS presentd una sensibilidad de
69.34%, una especificidad de 92.82% y una concordancia considerable (Kappa= 0.64). Se

establecieron caracteristicas de equivalencia entre ambas tinciones, encontrandose que la
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tincion Giemsa tiene un menor costo, requiere un mayor tiempo de observacion y menor
tiempo de procedimiento. Se encontré que 313 casos se diagnosticaron con gastritis cronica y
de esos casos 127 (40.58%) presentaron H. pylori; 73 casos se diagnosticaron con gastritis
cronica folicular y de esos casos 55 (75.34%) presentaron H. pylori; 26 casos se
diagnosticaron con gastritis atrofica folicular, de los cuales 8 (30.77%) presentaron H. pylori;
el resto de casos incluian diagnosticos como gastritis aguda, adenocarcinoma, polipos

hiperplésicos, entre otros.

A pesar de una menor sensibilidad, la tincion de Warthin Starry puede recomendarse
como una técnica de tincion con alta especificidad para confirmar los diagndsticos primarios

realizados con Giemsa.



I11.  ANTECEDENTES

A. Historia

En los altimos afios, los estudios relacionados con la bacteria H. pylori han tenido una
gran relevancia en el area de la gastroenterologia, aunque los primeros trabajos que
comunican la presencia de bacterias espirales en estdmagos humanos datan ya de hace més de

un siglo (Vallejos, Enriquez, Lopez, Valdez, & Pérez, 2009).

Hasta finales del siglo XX los cientificos consideraron al estbmago como un ambiente
hostil para el crecimiento bacteriano. Por primera vez en 1975, la gastritis se asocié con la
presencia en la mucosa gastrica, de una bacteria gram negativa (Triana, 2001). Fue hasta 1983
cuando el estudio de Robin Warren y Barry J. Marshall establecié una relacion entre la
infeccion por H. pylori y la presencia clinica de trastornos gastrointestinales (Vallejos,
Enriquez, Lopez, Valdez, & Pérez, 2009); lo que hicieron fue cultivar la mucosa gastrica
humana observando un microorganismo gram negativo, microaerofilico y de forma espiralada

y estudiaron su asociacion con la inflamacion del aparato gastrointestinal (Triana, 2001).

Desde su cultivo en 1983, H. pylori recibié diferentes denominaciones hasta adquirir
su nombre definitivo (Vallejos, Enriquez, Lépez, Valdez, & Pérez, 2009). El microorganismo
cultivado fue previamente incluido en el género Campylobacter, con el nombre de
Campylobacter pylori, pero mas tarde, en 1989, se insertd en el nuevo género Helicobacter,
donde ademas de H. pylori, se encuentran al menos 11 especies que han sido aisladas de la
mucosa gastrica e intestinal de otros mamiferos (Triana, 2001).

Los bacilos pertenecientes al género Helicobacter, Campylobacter, Arcobacter y
Wolinella pertenecen a un grupo distinto de bacterias (Superfamilia VI del ARNI),
relacionado lejanamente con otras eubacterias. Las especies del género Helicobacter se
dividen en las que viven en el estbmago y las que viven en el intestino, tanto del ser humano
como de animales. Hoy en dia se conoce a esta bacteria como el principal agente causal de la
gastritis cronica y un factor de riesgo para el linfoma gastrico y el adenocarcinoma (Vallejos,
Enriquez, Lopez, Valdez, & Pérez, 2009).



B. Helicobacter pylori

1. Microbiologia

Es una bacteria con forma de espiral, gram negativo, movil, curva, presente en la
mucosa gastrica (Fotografia 1). Coloniza las mucosas no secretoras del acido del estomago
de la parte alta del tracto intestinal, incluyendo el duodeno (Schwizer, et al, 2001). Es una
bacteria microaerofilica que se cultiva en medios con baja tension de oxigeno (3-15%) y alta
concentracion de CO; (3-10%). Al microscopio se observa con colorantes cromogeénicos, por
ejemplo bromuro de etilio, mostrando imagenes muy definidas sobre su morfologia (Triana,
2001).

Fohd = i ..l':: v
Fotografia 1.Helicobacter pylori por microscopia electronica de barrido. Fuente: (Fochesatto,
Guayén, Moran, & Vizcaino, 2004)

H. pylori mide 2-3 nm por 0.5-1.0 nm y posee seis flagelos unipolares cubiertos por
una membrana y con terminacion bulbar. Estos flagelos se hallan constituidos por unidades
proteicas (flagelinas) de un peso molecular de 50,000 a 62,000 y estas flagelinas estan
codificadas por los genes Fla A y Fla B. Ambos genes han sido clonados y se han inducido
mutaciones las que permitieron demostrar que la flagelina Fla A es esencial para la motilidad
de la bacteria (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

Una de las caracteristicas bioquimicas mas trascendentes de esta bacteria es la
produccion de una enzima ureasa, capaz de generar amonio a partir de la hidr6lisis de la urea,
lo que le permite rodearse de un medio alcalino, protegiéndose de la secrecidn acida gastrica,
hasta lograr su ubicacion entre la superficie celular y la capa de moco que la recubre

(Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).



Si bien se han identificado diversos reservorios no humanos de esta infeccion, las
fuentes mas importantes de diseminacion son los seres humanos por via oral-oral y fecal-oral

(Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

H. pylori se tifie como las bacterias gram negativas y se pueden observar en forma de
bacilos curvados o espirales cuando se encuentran en la mucosa gastrica, aunque algo mas
rectos cuando se encuentran en medios de cultivo (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino,
2004).

Estos microorganismos para su accion patogénica deben adherirse y colonizar la
mucosa, para lo primero juegan un papel muy importante dos genes: hpaAc y eiceA. A mayor
numero de bacterias adheridas mayor dafio. Las responsables del dafio tisular son las enzimas
que produce. Entre ellas hay que destacar a la ureasa cuya funcion es proteger a la bacteria
frente al pH &cido originando productos oxidativos dafiinos (Fochesatto, Guayan, Moran, &
Vizcaino, 2004).

Las fosfolipasas también tienen un importante papel al degradar los componentes
lipidicos de la mucosa que le proporciona integridad. Otras enzimas con actividad proteolitica
son catalasa y superoxido dismutasa (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

Estudios de investigacién se han centrado en dos factores bacterianos: citotoxina
vacuolizante VacA (codificada por el gen VacA presente en todas las cepas) y la proteina
CagA (codificada por el gen CagA, que no presenta toxicidad por si misma (Figura 1), pero
parece intervenir en la expresion de la toxina vacuolizante, esta presente en el 80% de las

cepas (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

Entorno  Gen para
alcalino - ureasa
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Figura 1.Principales mecanismos de virulencia de Helicobacter pylori.
Fuente: (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004)



1.1 Factores de riesgo para la infeccién y modo de transmision

El reservorio natural es el estbmago de la persona infectada, la cual puede
permanecera sintomatica durante afios, instalandose por el resto de la vida del hombre, pues el
sistema defensivo no se activa con la fuerza requerida para eliminar la bacteria. La saliva, las
heces fecales y las manos contaminadas del portador son las fuentes contaminantes de
alimentos, agua y objetos con los cuales se entra en contacto, trasmitiéndose asi de individuo
a individuo. Las vias mas posibles de transmision son la oral-oral y la fecal-oral (Amores, et
al, 2010).

Los factores ambientales que se relacionan con la adquisicion de la infeccion por H.
pylori son el nimero de personas en la vivienda, el numero de hermanos, el compartir cama
con uno o mas familiares y la usencia de una fuente de agua caliente. Todos ellos son, en
general, marcadores de un menor nivel socioeconémico y de peores condiciones de higiene
durante la infancia. El reservorio principal de la infeccién por H. pylori es el estbmago
humano. Se han implicado en la transmisién de la infeccion tanto la via fecal-oral como las
vias oral-oral y gastro-oral. Se desconoce, sin embargo, el mecanismo exacto de transmision
(Triana, 2001).

En el caso de los paises en vias de desarrollo, estudios epidemioldgicos realizados en
Latinoamérica sugieren que la transmision fecal-oral a través del agua de bebida es el
mecanismo principal de transmisién. Otros datos que apoyan la posibilidad de esta via como

fuente de infeccidn son:

- Que se ha podido cultivar H. pylori en heces de pacientes con sindrome diarreico o
tras estimulacion con catarticos.

- Que cuando se somete a H. pylori a condiciones adversas para su crecimiento adopta
una forma cocoide que es viable pero no cultivable y que se supone que puede ser
una forma de resistencia de la bacteria capaz de sobrevivir en ambientes adversos.

- Que se ha detectado H. pylori por PCR en aguas de pozos residuales (Triana, 2001).

Por el contrario, en los paises con un adecuado tratamiento de aguas, no parece darse
esta via de transmision. En este caso, la via de transmisién méas importante es la de persona
a persona, o bien fecal-oral, oral-oral o gastro-oral. La transmisién de la infeccién es en la

mayoria de los casos intrafamiliar, de madres a hijos o entre hermanos. Aunque los datos



sobre el aislamiento de H. pylori en la boca son contradictorios, no parece que la cavidad
oral sea un reservorio habitual. Sin embargo, si se ha detectado H. pylori cultivable en el
vomito de pacientes infectados (Triana, 2001); otra via alternativa es a través de la
instrumentalizacion debido a que se han publicado casos de transmisién de la infeccion a
través de sondas de pHmetria esofagica (la pHmetria esofagica es una prueba en la cual se
realiza la medicion de pH o la cantidad de acidos que pasan del estbmago al eséfago durante
24 horas), sondas gastricas 0 endoscopios incorrectamente desinfectados (Alba, Toledo, &
Viana, 2006). Ademas serd necesario establecer con més exactitud los mecanismos de
transmision para determinar qué medidas preventivas pueden ser Utiles para el control de la
infeccion (Triana, 2001). Algo importante es que no se ha descrito transmisién sexual y
tampoco hay evidencia de que puedan existir vectores en la transmision de esta bacteria
(Alba, Toledo, & Viana, 2006).

2. Patogenia

H. pylori se adapta fuertemente al nicho ecoldgico de la mucosa gastrica debido a sus
caracteristicas que le permiten entrar dentro del moco, nadar, atacar a las células epiteliales,
evasion de la respuesta inmune y como resultado, la colonizacion y transmision persistente
(Alba, Toledo, & Viana, 2006).

La infeccion por H. pylori altera de manera variable la secrecion &cida gastrica, induce
una lesion celular que aumente la permeabilidad de la mucosa al &cido y desencadena una
potente reaccién inflamatoria local. Asi, H. pylori desencadena una respuesta tanto celular
con infiltracibn mucosa por células mononucleares y polinucleares como humoral con
produccion de anticuerpos especificos. La mucosa gastrica de los pacientes infectados
presentan niveles elevados de citosinas proinflamatorias como IL-1, (TNF-a), IL-8 e IL-6
(Pefia, 2008).

Como sucede con otras infecciones cronicas, la interaccion entre la mayor o menor
patogenicidad de la cepa H. pylori, las caracteristicas genéticas del individuo infectado y los
factores ambientales condicionan gque las manifestaciones de la infeccién sean muy diversas.
Asi, esta infeccion puede causar desde una Ulcera gastrica o duodenal hasta un

adenocarcinoma o un linfoma gastrico (Pefia, 2008).

10



También, como en otras infecciones crénicas, la infeccion por H. pylori puede ser
asintomatica durante largos periodos. Asi, como se ha comentado, la mayoria de individuos
infectados no presentaran nunca manifestaciones clinicas de la infeccion. Hasta hace poco se
creia que la infeccidn por H. pylori era exclusivamente extracelular y afectaba Unicamente la

superficie mucosa y a la capa de moco gastricas (Alba, Toledo, & Viana, 2006).

Sin embargo, recientemente se ha demostrado la presencia de bacterias visibles a nivel
intracelular, intercelular y en el tejido subyacente de la mucosa géastrica. Se ha sugerido que
dicha invasion tisular puede tener un papel importante en la toxicidad de la bacteria, en la
modulacion de la respuesta inmune o en la aparicion de las manifestaciones de la enfermedad.
Son necesarios, sin embargo, estudios adicionales para determinar el papel exacto de las
bacterias intracelulares en la patogenia de la infeccion (Pefia, 2008).

2.1 Factores bacterianos patogénicos y de colonizacién
2.1.1 Movilidad por flagelos

La movilidad de H. pylori es facilitada por los flagelos, estructuras extracelulares
complejas que requieren energia para funcionar. H. pylori lleva de 5 a 7 flagelos agrupados en
uno de sus polos. Normalmente, las inmunoglobulinas humanas estan dirigidas contra las
proteinas flagelares de H. pylori. Una caracteristica particular de los flagelos de esta bacteria
es que estan cubiertos por una vaina lipoproteica que los protege de los acidos gastricos
(Olivares & Gisbert, 2006).

Las cepas de H. pylori con flagelos mutados son menos virulentas que las del tipo
silvestre, lo que indica que los flagelos son cruciales en el proceso patogénico. Cada flagelo
estd compuesto por dos flagelinas, FlaA y FlaB, caracteristica inusual distinta del resto de
proteinas flagelares, las cuales son homopoliméricas. FlaB se localiza en la base del flagelo,
mientras que la mas abundante, FlaA, se encuentra en el exterior. La eliminacion de ambas
flagelinas (FlaA/FlaB”) da como resultado bacterias inmoéviles, que conservan una capacidad
de adherencia similar a la del tipo silvestre, pero tan solo son capaces de infectar de manera

eficiente en los estadios tempranos de la infeccion (Olivares & Gisbert, 2006).
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2.1.2 Adhesinas

H. pylori presenta un tropismo tisular por la mucosa géastrica y se adhiere
especificamente al epitelio de tipo gastrico a traves de moléculas de adhesion. El proceso de
la adquisicion de la infeccion por H. pylori se puede dividir en: la adhesién a la capa celular
epitelial y la induccién de citosinas proinflamatorias. La adhesion estd mediada por las
adhesinas de H. pylori, entre las cuales estd BabA, que se une al epitopo Lewis del huésped,
habiéndose sugerido que esta molécula juega un papel crucial en el desarrollo del
adenocarcinoma gastrico, la Ulcera péptica y la gastritis cronica. EI gen polimorfico BabA
tiene dos alelos, BabAl y BabA2, codificando este Gltimo para la proteina BabA. Tan solo
se diferencian en una serie de repeticiones de 10 pares de bases que contienen un codon de
inicio de la transcripcion. Se ha observado que la presencia de BabAz2 se correlaciona con la
de otros genes patdgenos (CagA y los alelos s1 y m1 de VacA) (Olivares & Gisbert, 2006).

Otra proteina implicada en la adhesion es la proteina NAP (proteina activadora de
neutrofilos), codificada por el gen napA y aislada de la fraccion proteica de la membrana
plasmatica externa de H. pylori. Aparte de su funcion de bacterioferritina en la captacion de
hierro, tiene funciones muy diferentes cuando se secreta o se presenta en la superficie
bacteriana, como la afinidad por las ceramidas presentes en las membranas plasmaticas
celulares. La proteina NAP también tiene una alta afinidad por ceramidas sulfatadas, por el
grupo antigénico sanguineo SOs-Lewis® y en menor medida por los Lewisx y SOz-Lewis*, lo
que demuestra que NAP funciona como una adhesina. Posee también una hemaglutinina
codificada por el gen hpaA que se une a restos de N-acetilneuraminil a (2,3)-lactosa y a
restos de acido sidlico, puesto que se ha demostrado la reversibilidad de la union de H.
pyloria las células gastricas usando sialillactosa o la glucoproteinafetuina (Olivares &
Gisbert, 2006).

En resumen, se puede concluir que la presencia de adhesinas permite a la cepa que

posea una mayor capacidad de infeccion en la mucosa (Olivares & Gisbert, 2006).
2.2 Factores citotoxicos
2.2.1 CagA (citotoxina asociada al antigeno A)

CagA es una proteina de 120 a 140 kd, altamente antigénica, con potentes

propiedades citotoxicas y proinflamatorias. Forma parte de la denominada isla de
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patogenicidad Cag, que debe estar completa para ser funcional. La isla de patogenicidad
codifica, ademas de la proteina CagA, para un conjunto de proteinas que forman un sistema
de microinyeccion que introduce la proteina CagA en el interior de la célula epitelial. A
este nivel CagA es fosforilada e induce cambios morfol6gicos en la célula. CagA esta

presente en el 60 a 80% de las cepas aisladas en los paises occidentales (Blancas, 2004).

La infeccion por una cepa que exprese CagA aumenta el grado de inflamacién
mucosa Y se ha relacionado con un aumento del riesgo de Ulcera y de cancer gastrico. Sin
embargo, se ha descrito Ulceras y tumores gastricos en pacientes infectados por cepas de H.
pylori que no expresaban CagA y muchos individuos infectados por cepas CagA positivas
nunca presentan manifestaciones de la infeccion. Otra proteina, conocida como CagE, ha
demostrado también un potente efecto liberador de citotoxinas por la célula epitelial, entre
ellas IL-8 (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

2.2.2 VacA (citotoxinavacuolizante A)

Todas las cepas de H. pylori poseen el gen VacA que codifica para la proteina
vacuolizante (VacA), pero s6lo la mitad de las cepas producen la proteina que es la
responsable de la vacuolizacion de las célula epitelial. Se han descrito variantes alélicas de
este gen, esencialmente centradas en la secuencia sefial (variantes slay slb del alelo s1y el
alelo s2) y en la porcién central del gen (alelos m1y m2). Las cepas que contienen los alelos
s2m2 producen poco o0 ninguna citotoxina. Por el contrario, los alelos s1/m1 de VacA se han
asociado a la presencia de CagA y se consideran de alto potencial para la secrecién de
factores citotoxicos, especificamente TNFa-1L-8. Por lo tanto, la infeccidon por cepas que
expresan dichos factores citotoxicos parece conferir un mayor riesgo de patologia

gastroduodenal (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).
2.2.3 Otros factores citotoxicos

H. pylori posee fosfolipidos de membrana con actividad citotxica o endotoxinas.
Las endotoxinas de H. pylori son, sin embargo, mucho menos potentes que las de otras
bacterias gram negativas, como por ejemplo E. coli. Se han descrito también la sintesis por
parte de H. pylori de proteinas con capacidad de reclutar y activar los neutrdfilos.

Finalmente, la presencia de la proteina IceA se ha relacionado -aunque de manera no
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concluyente por el momento- con la aparicion de Ulcera péptica (Fochesatto, Guayan,
Moréan, & Vizcaino, 2004).

3. Patologia

La infeccidn por H. pylori constituye una de las infecciones bacterianas del tracto
gastrointestinal con mayor prevalencia a nivel mundial. El nivel socioeconémico y cultural
de las distintas poblaciones dentro de un mismo pais influye en la distribucion de la
infeccion por H. pylori, siendo ésta mayor en los grupos mas pobres y marginados, o con

menor educacion (Araujo, Pinto, Ramirez, Cok, & Bussalleu, 2005).

H. pylori es el principal agente asociado al desarrollo de gastritis cronica activa, la
cual en su variedad atréfica, es considerada una lesion pre-maligna precursora del
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal. Otra neoplasia asociada a la infeccién con H.
pylori es el Linfoma no Hodgkin del tejido linfoide asociado a la mucosa 0 «sMALT», donde
los estudios han demostrado que la erradicacion de H. pylori se acompafia de la regresion
completa del tumor en un 60 a 80% de los casos (Araujo, Pinto, Ramirez, Cok, & Bussalleu,
2005).

Las causas etiolégicas mas importantes que producen molestias gastroduodenales
son: enfermedad de reflujo gastro esofagico, enfermedad acido péptica, cancer gastrico y
dispepsia no ulcerosa; sin embargo, dichas causas no son del todo delimitadas ni
excluyentes, sino por el contrario, con el transcurso de los afios se han dilucidado los
mecanismos etiopatoldgicos que muestran caracteristicas comunes y secuenciales. En el
lapso de 20 afios, hemos visto como H. pylori ha pasado de ser un hallazgo en las biopsias
de mucosa gastrica a convertirse en el principal agente etiolégico de la Glcera duodenal,
gastritis cronica activa y gastritis cronica atréfica. Méas aun, H. pylori ha sido asociada al
desarrollo de patologia neoplasica gastrica, principalmente el carcinoma gastrico y el

linfoma de bajo grado (Salas, Benites, & Salinas, 2005).

En los dltimos afios se ha profundizado en el estudio de H. pylori, sin embargo los
resultados han sido muchas veces controversiales, como por ejemplo en lo que respecta a la
relacion entre la presencia de H. pylori y la sintomatologia de la dispepsia no ulcerosa. Por
esta razon, existe una gran controversia con relacion al estudio y tratamiento de la dispepsia

ya que el elevado nimero de personas que la presentan generaria enormes cargas sociales y
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econdémicas. Por otro lado, el diagnostico histologico suele representar el diagndstico
definitivo de la mayor parte de patologias gastricas y de esta manera determina el
tratamiento mas efectivo. Con el uso de técnicas sencillas y de bajo costo podemos
determinar en las biopsias gastricas, la tasa de infeccion por H. pylori, grado inflamatorio de
la mucosa, lesiones pre malignas, ulceraciones y patologia maligna. Ademas existen
estudios que sefialan la importancia de la toma de biopsias en las endoscopias, debido a la
falta de correlacion entre el diagndstico endoscopico e histologico de la gastritis cronica y la
normalidad de la mucosa (Salas, Benites, & Salinas, 2005).

4. Diagnostico

Las pruebas diagnosticas para detectar la infeccion por H. pylori incluyen métodos
endoscopicos y no endoscopicos. Las técnicas utilizadas pueden ser directas (cultivo,
demostracién microscopica del microorganismo) o indirectas (utilizando ureasa, antigenos
fecales o una respuesta de anticuerpos como marcador de enfermedad) (Cuadro 1)

(Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2010).

La elecciéon del examen depende en gran medida de la disponibilidad y el costo;
ademas, hay que distinguir entre los analisis utilizados para establecer el diagnostico de
infeccion y aquellos que buscan confirmar la erradicacion de esa infeccion. Otros factores
importantes son: situacion clinica, prevalencia de la infeccion en la poblacién, probabilidad de
la infeccion antes del analisis, diferencias en la realizacion del test y factores que puedan
incidir en los resultados de los andlisis, tales como el uso de tratamiento contra la secrecion y

antibidticos (Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2010).

Cuadro 1.  Principales métodos de diagnostico utilizados en la infeccion
por Helicobacter pylori

Métodos Agresivos(biopsia No agresivos
gastrica)
Directos Cultivo Técnicas moleculares: jugo gastrico,
Histologia saliva o heces
Técnicas moleculares (PCR Antigeno en heces
Tiempo real)
Indirectos Ureasa répida Prueba del aliento con urea

(UBT)Serologia
Anticuerpos en saliva (en
investigacion)

Fuente: (Fernandez & Pértegas, 2003)
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4.1 Métodos directos
4.1.1 Histologia

El estudio histolégico de biopsias de la mucosa antral consiste en observar la bacteria
en espiral en los cortes histologicos de las biopsias y también se aprecian los cambios en la
mucosa gastrica originados (gastritis crénica con nddulos linfoides) (Vallejos, Enriquez,
Lopez, Valdez, & Pérez, 2009). La dificultad de este estudio, radica en que depende del
entrenamiento del patélogo y de la experiencia del endoscopista en la seleccion de los sitios
de biopsia, ya que puede haber falsos negativos debido a que la distribucion de la bacteria es
focal, o bien cuando la biopsia ha sido tomada de una zona con metaplasia intestinal.
(Calderén & Badani, 2013)

Existen diferentes tipos de tinciones que, sin ser especificas para H. pylori, permiten

su deteccion:

a. Tincion de hematoxilina-eosina: permite el estudio histologico y valorar la infeccion
por H. pylori (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004). Su principal ventaja
consiste en que permite el diagnostico y la graduacion de la lesién histoldgica
asociada; tiene como inconveniente que requiere una experiencia superior a la de otras
técnicas para establecer un correcto diagnostico en la presencia de H. pylori. Debe
existir una alta densidad de colonias bacterianas para que sea posible reconocer el
microorganismo, el cual queda tefiido débilmente y puede confundirse con productos
celulares y moco. Por estas razones, algunos patdlogos recomiendan realizar siempre
una tincion especial ademas de hematoxilina y eosina (Amores, et al, 2010).

b. Tincion de plata Warthin Starry: emplea el nitrato de plata y se basa en la afinidad de
esta bacteria por las moléculas de su membrana con la plata, lo que permite una buena
visualizacion del microorganismo (Ortiz, et al, 2005). Esta tincion es la utilizada
habitualmente para la identificacion de espiroquetas. Esta técnica es muy buena para
visualizar el microorganismo, se considera especifica para identificar H. pylori y su
sensibilidad y especificidad alcanzan el 95% (Montalvo, et al, 2009). Pero es
relativamente complicada de realizar, es laboriosa y tiene un elevado costo por el tipo
de reactivos utilizados. Ademas, en ocasiones pueden producirse falsos positivos al ser
dificil distinguir al microorganismo de los precipitados de plata en la capa mucosa.
Ello hace que habitualmente no se utilice como técnica de rutina, reservandose para

aquellos casos en gue existan dudas diagnoésticas (Martin, et al, 1996).
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c. Tincion de Giemsa: permite una facil identificacion de H. pylori que aparece tefiido de
azul intenso sobre el fondo azul luminoso. Por su simplicidad, rapidez y bajo costo, se
considera la tincion de eleccién (Martin, et al, 1996). Sin embargo, no es adecuada
para el estudio anatomopatolégico de la muestra gastrica (Fochesatto, Guayan, Moran,
& Vizcaino, 2004).

d. Tincion de Gram: precisa una muestra de biopsia fresca y no aporta informacién

histoldgica de la pieza (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

4.1.2 Cultivo

Es un método diagnostico con alta sensibilidad y especificidad (del 100%),
imprescindible para la investigacion y el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos de las
distintas cepas y el fracaso del tratamiento erradicador. El aislamiento de H. pylori en un
medio de cultivo se sitia como el patron de referencia en el diagndstico. La muestra debe
transportarse en el medio adecuado y en el menor tiempo posible dado la sensibilidad de H.
pylori a la desecacién y las condiciones ambientales. Por otro lado, es una técnica no
rutinaria, indicada para el estudio de fracasos terapéuticos y que requiere cierto tiempo hasta
obtener el resultado diagnostico. El cultivo para H. pylori puede realizarse en medios no
selectivos enriquecidos con agar nutriente (sangre y otros elementos) y medios selectivos con
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y suplementos antibioticos (el medio de Skirrow es el mas
utilizado) (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004). Otros medios que se han utilizado
para el aislamiento de la bacteria se encuentran diferentes formulaciones de agar base, como
infusiébn de cerebro corazén, Columbia, Brucella, Miller-Hinton y GC-agar base,
suplementados con 5-10% de sangre de carnero o caballo y otros suplementos como

hemoglobina, isovitalex, ciclodextriana, etc. (Amores, et al, 2010).
4.1.3 Pruebas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa PCR)

La sensibilidad y especificidad son muy elevadas, cercanas al 100% Y se reservan para
estudios de investigacion. Es una prueba compleja que requiere un equipo sofisticado y un

personal experimentado, por lo que tiene un costo elevado (Moncayo, et al, 2011).
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4.1.4 Citologia con cepillado endoscépico

Es una buena técnica de identificacion, aunque agresiva sobre la cobertura epitelial
que puede llegar a romperse y exponer a H. pylori a la accion de los jugos gastricos, lo que

reduciria su sensibilidad (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).
4.1.5 Técnicas con aspirado gastrico

No requieren estrictamente la realizacion de una endoscopia, aunque si precisan la
introduccién de una sonda nasogastrica para obtener la muestra (Fochesatto, Guayan, Moran,
& Vizcaino, 2004).

4.2 Métodos indirectos

4.2.1 Prueba del aliento con urea marcada (C* o C*)

El test del aliento con urea marcada (Prueba del Aliento con UreaUBT) se basa en la
capacidad de la ureasa producida por la H. pylori para hidrolizar rapidamente una solucion de
urea marcada previamente con C* o C*, valorando la totalidad de la mucosa géstrica. Es una
prueba facil, comoda, simple de realizar, bien tolerada, que detecta infeccion activa incluso
ante cantidades pequefias de H. pylori, siendo el medio 6ptimo de control y seguimiento de
pacientes sometidos a tratamiento erradicador (Organizaciéon Mundial de Gastroenterologia,
2010).

4.2.2 Testrapido de la ureasa

Es una prueba de bajo costo, rapida y sencilla, la cual permite en escaso tiempo (hasta
en una hora) obtener el diagnostico. Se realiza con una biopsia del antro gastrico, tomada
durante la endoscopia, que se coloca en un tubo con urea y un indicador (Vallejos, Enriquez,
Lopez, Valdez, & Pérez, 2009).

Al producir ureasa, H. pylori hidroliza la urea, se forman iones amonio, aumenta el pH
de la solucion y se produce un viraje del color del indicador. Se dispone de varias pruebas
basadas en la ureasa, aunque las mas utilizadas son: la prueba de ureasa en biopsia (Prueba
CLO), el caldo de urea de Christensen y las soluciones de urea a concentraciones variables,
todas ellas con sensibilidad y especificidad elevadas (Fochesatto, Guayan, Moran, &
Vizcaino, 2004).
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La concordancia y el valor predictivo positivo ronda el 100% cuando se comparan los
resultados de la prueba de la ureasa con los métodos histologicos (Fochesatto, Guayan,
Moran, & Vizcaino, 2004).

Pueden producirse resultados falsos negativos si la cantidad de bacterias en el
estdbmago es pequefia y en casos de pacientes con hemorragia digestiva (Vallejos, Enriquez,
Lopez, Valdez, & Pérez, 2009).

4.2.3 Serologia

Es una prueba sencilla, barata, basada en la deteccién de anticuerpos especificos frente
a antigenos de H. pylori como consecuencia de la reaccion inmunologica local/sistémica del
individuo. Dada la permanencia de anticuerpos en el periodo comprendido entre los 3 y los 6
meses inmediatamente posteriores al tratamiento, las pruebas seroldgicas indican Unicamente
infeccion previa por H. pylori y no discriminan entre personas con infeccion activa y
enfermedad de aquellos pacientes infectados pero asintomaticos. El valor de la serologia
como método de control es muy limitado, aunque resulta Gtil en estudios epidemioldgicos o
cuando no se puede realizar la endoscopia u otros métodos diagnosticos en individuos sin

terapia erradicadora (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).
4.2.4 Otras técnicas

La deteccion de anticuerpos en orina ha sido empleada con éxito en el diagndstico de
varias enfermedades, como el cancer de mama y la aspergilosis invasora. Cuando ocurre la
infeccion por H. pylori se eliminan anticuerpos de clase IgG por la orina. Basado en este
principio, fueron desarrollados en Japén 2 juegos comerciales: un ensayo por
inmunoabsorcion  ligado a enzimas (ELISA) estandar denominado  Urinelisa
(OtsukaDiagnostic) y un juego basado en inmunocromatografia, denominado Rapirum
(OtsukaDiagnostic). Estos juegos han sido empleados en diversos estudios y han demostrado
tener buena sensibilidad, pero la especificidad ha sido muy variada y no siempre aceptable. La
mayoria de estos estudios se han realizado en paises orientales, principalmente en Japén, por
lo que a pesar de ser la orina una muestra no invasiva promisoria, es necesario realizar mas
estudios para validar su factibilidad en el diagnéstico. Varios estudios han evaluado la saliva
y la placa dental como posibles muestras no invasivas para el diagnostico de H. pylori

empleando diversas técnicas. Juegos comerciales basados en la deteccion de anticuerpos anti
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H. pylori en saliva se han empleado, pero los valores de sensibilidad y especificidad han sido
inferiores al 90% (Bermudez, Torres, & Rodriguez, 2008).

5. Epidemiologia

A nivel mundial hay varias cepas de H. pylori que difieren en su virulencia y los
diferentes factores que intervienen, como los vinculados al huésped y al ambiente, los cuales
determinan diferencias de expresion de la enfermedad. La edad, etnia, género, geografia y
condicién socioecondmica son todos factores que influyen en la incidencia y prevalencia de la

infeccion por H. pylori (Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2010).

La prevalencia general es alta en los paises en desarrollo y mas baja en los paises
desarrollados; ademas, dentro de un mismo pais puede haber una variacion igualmente amplia
de la prevalencia entre las poblaciones urbanas de mayor nivel econémico y las poblaciones
rurales. Las principales razones de estas variaciones tienen que ver con las diferencias
socioeconémicas entre las poblaciones. La transmision de H. pylori tiene lugar
fundamentalmente por las vias oral-oral o fecal-oral. Son muchos los factores que intervienen
en la prevalencia general de la infeccidon, como la falta de una adecuada higiene, falta de agua

potable, dietas pobres y superpoblacion (Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2010).

En los paises en desarrollo, la infeccion por H. pylori es marcadamente mas prevalente
en edades mas jovenes que en los paises desarrollados (Organizacion Mundial de

Gastroenterologia, 2010).

En los paises desarrollados, la infeccion por este agente patdgeno es poco frecuente en
nifios y aumenta gradualmente en funcién de la edad, llegando a alcanzar 30% de infestacion
a los 30 afos de edad, valor que se mantiene constante hasta edades mayores (Amores, et al,
2010).

En México, América Central y América del Sur la prevalencia es del 70 al 90%, al
igual que en Africa. Mientras que en Asia la prevalencia se da entre el 30% y 50%. En
Estados Unidos y Canada es del 30% en Australia se presenta en un 20% (Posada, Robles, &
Orozco, 2010).
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El papel de H. pylori como patogeno esta bien documentado ya que produce gastritis
cronica superficial, también esta implicado en la aparicion de la ulcera duodenal y gastrica, lo
que ha llevado a que en junio del 1994 la Agencia Internacional de Investigaciones del
Cancer-OMS reconociera al H. pylori como carcinégeno del grupo I, el rango de peligrosidad

mas alto otorgado (Araujo, Pinto, Ramirez, Cok, & Bussalleu, 2005).

En Guatemala la prevalencia de la infeccion se ve influenciada por la condicién
socioeconémica de los individuos mientras su prevalencia alcanza hasta un 86.3% en sujetos
adultos dispépticos de condicion socioecondémica baja y 63.6% en los individuos de condicion

socioecondmica alta (Schneider, et al, 1994).

6. Tratamiento

Los pacientes con Ulcera péptica y H. pylori positivos deben ser tratados con terapia de
erradicacion, pero no esta definido cudnto debe extenderse esta terapia de erradicacion. Todos
los pacientes con historia de Ulcera que hacen uso frecuente de antidcidos necesitan ser
identificados y tratados. Se desconoce si los pacientes sin Ulcera se benefician del tratamiento
antibidtico. Un tratamiento empirico ha sido sugerido para la dispepsia con el objetivo de
curar a todos los pacientes con Ulcera oculta. En poblaciones con elevada incidencia de
enfermedad ulcerosa debe ser mas barato prescribir antibiéticos a todos los pacientes
dispépticos con prueba de H. pylori positiva que investigar a todos los dispépticos para

confirmar el diagndstico de ulcera (Classen, Prinz, & You, 2010).

El cambio mas significativo de la terapéutica en los ultimos 5 afios ha sido el
desarrollo de tratamientos mas efectivos. El tratamiento normalmente incluye dos antibioticos
que ayudan a matar la bacteria y un inhibidor de bomba de protones que hace que el estbmago
produzca menos &acido y ayuda a aliviar la Ulcera, lo que se conoce como terapia triple. Se
puede afadir un cuarto compuesto, como la sal de bismuto, en una terapia cuadruple. La
mayoria de los compuestos estdn ahora disponibles como genéricos de bajo costo (Classen,
Prinz, & You, 2010).

La amoxicilina es generalmente mas eficaz a pH neutral y mediante su combinacion
con un inhibidor de la bomba de protones como omeprazol, se podian obtener porcentajes de
erradicacion del 55% después de 2 semanas y con escasos efectos colaterales. Una terapia

dual en la cual se combina el omeprazol, con la claritromicina resultd ser mas consistente,
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pero los resultados también variaban y frecuentemente se encontraban por debajo del 70%.

Por todo lo anterior estos procedimientos han caido de uso en Europa (Triana, 2001).

La introduccion de RBC (citrato-bismuto-ranitidina) vino entonces a aportar nuevas
ventajas terapéuticas. La ranitidina como antagonista de los receptores de H, genera una
disminucion de la acidez géastrica mientras que el bismuto, como agente citoprotectivo es
activo contra H. pylori. El RBC no es tan efectivo en la erradicacion de H. pylori, sin
embargo, cuando se usa en combinacion con la amoxicilina, los resultados son muy
favorables. Cuando se desean alcanzar niveles de erradicacion superiores al 85% debe
utilizarse el RBC en combinacion con claritromicina, un antibiotico que es particularmente
efectivo con H. pylori, posiblemente porque se concentra por la mucosa gastrica. En la
actualidad se recomienda utilizar RBC con claritromicina 500mg 2 veces al dia durante 2
semanas. Por supuesto, que a estas elevadas dosis, las 2 desventajas del método son su
elevado costo y la posibilidad de efectos colaterales. Buenos resultados en comparacion con
los que se logran cuando usando la terapia triple, se obtienen cuando se utiliza un régimen

como este propuesto durante 7 dias (Triana, 2001).

Una terapia adicional que reduce el costo y que da buenos resultados con el
tratamiento por una semana es la clasica terapia triple con bismuto y en combinacién con un
inhibidor de la bomba de protones. Algunas veces a ésta se le conoce también como terapia
cuadruple y tiene las desventajas de los regimenes complicados, pero la duracién es corta y

por ello reduce el riesgo de los efectos colaterales (Triana, 2001).

La variante mas ampliamente utilizada e investigada es la terapia triple basada en un
inhibidor de la bomba &cida que se suministra durante 7 dias. Se estructura de tal forma que se
suministra un inhibidor de la bomba &cida con 2 de los siguientes 3 antibioticos:
nitroimidazol, amoxicilina y claritromicina. Su ventaja es que el tratamiento tiene lugar por 7
dias con 2 dosis diarias. El inhibidor que se recomienda es el omeprazol, aunque otras drogas
similares son igualmente efectivas. La sustitucion de un antagonista de los receptores H, por
el inhibidor de la bomba &cida ha sido también usado con éxito en algunos estudios (Triana,
2001).

Un régimen usado con frecuencia es la combinacion de omeprazol con metronidazol,
400mg 2 veces al dia. Su mayor critica es que en muchos paises H. pylori tiene una elevada
resistencia al metronidazol y se supone que en los paises desarrollados hasta el 80% de los

individuos pueden ser portadores resistentes. Los mas recientes estudios en este campo

22



indican que el omeprazol desempefia una funcion fundamental en la erradicacion de H. pylori

a pesar de la presencia de cepas resistentes de esta bacteria (Triana, 2001).

Por todo lo anterior, la combinacion de omeprazol-amoxicilina-claritromicina (terapia
triple), la cual muestra cifras de erradicacién superiores al 90% en la mayor parte de los
estudios publicados, elimina las interferencias que se pudiesen producir por posible
resistencia; ademas esta terapia se ha convertido en la mas popular en la actualidad y es tan
efectiva como la que incluye al metronidazol (omeprazol-amoxicilina-metronidazol, la cual

tiene un porcentaje de erradicacion del 80%) (Triana, 2001).

La mayoria de los individuos se cura tras una o dos semanas de tratamiento, pero es
posible que otros necesiten ampliar el tratamiento otras dos semanas. Normalmente, se realiza
una prueba de aliento o heces tras completar el tratamiento para garantizar que la bacteria se
ha erradicado. Se espera que la erradicacion de H. pylori evite el cancer gastrico en el 20-40%

de los individuos tratados (Classen, Prinz, & You, 2010).
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IV. JUSTIFICACION

H. pylori es una bacteria que infecta el epitelio gastrico humano ocasionando procesos
inflamatorios crénicos que se han asociado a gastritis atrofica, adenocarcinoma gastrico y
linfoma asociado a mucosas (MALT) y ha sido caracterizado por la OMS como un agente

carcinogeénico tipo I (Montalvo, et al, 2009).

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que la infeccion en los paises en vias de
desarrollo se adquiere a temprana edad y que permanece en los individuos durante muchos
afios de su vida. En algunos de los pacientes infectados se desarrollaran sintomas y posibles
procesos malignos, aungque no en todos. No estan claras las causas del por qué unicamente
una pequefia proporcion de pacientes desarrolla sintomas y complicaciones, aunque la dieta,
habitos como fumar, consumo de alcohol y otros, pueden estar asociados como cofactores

para el desarrollo de las enfermedades (Montalvo, et al, 2009).

El diagnostico de infeccion por H. pylori puede ser establecido mediante diversas
técnicas clinicas y de laboratorio, pero adquieren importancia en aquellos que presentan
sintomatologia o factores de riesgo asociados. Una de las técnicas para la evaluacién de
pacientes con sintomas es la endoscopia gastrica, mediante la cual se observa la mucosa en
busqueda de alteraciones y se obtiene una biopsia de las areas sospechosas. Dichas biopsias
son tefiidas utilizando la tincién de Hematoxilina-Eosina (HE) o la Tincion de Giemsa. El
estandar de oro segun el 111 consenso de Maastricht es la prueba de ureasa rapida en biopsias
gastricas. La deteccion mejora por el uso de tinciones especiales, como la técnica de Warthin
Starry, para la identificacion de H. pylori en biopsias gastricas, la cual se fundamenta en la
precipitacion de plata metalica (color negro) sobre la bacteria ofreciendo de esta manera un

mayor contraste durante la observacion al microscopio (Alba, Toledo, & Viana, 2006).

Con la presente investigacion se pretende determinar el valor diagnostico de la tincion
de Warthin Starry para la identificacion de H. pylori en biopsias géastricas de pacientes del
Hospital General San Juan de Dios, Hospital Roosevelt e Instituto de Cancerologia y Hospital
“Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), comparandola con la tincién utilizada en cada hospital,
que en este caso seria la tincion de Giemsa, con la cual se va a evaluar la identificacion de H.

pylori, el tiempo, la facilidad de procedimiento y los costos entre ambas.

Se comparara con la tincion Giemsa ya que ésta es la que se utiliza en los hospitales

nacionales para el diagnéstico de H. pylori en histologia.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Establecer el valor diagndstico de la tincion de Warthin Starry para la identificacion de H.

pylori en biopsias gastricas.

B. ESPECIFICOS

1. Establecer la sensibilidad, especificidad y concordancia de la tincién de Warthin Starry
comparada con la tincion de Giemsa para la identificacion de H. pylori en biopsias

gastricas.

2. Determinar las caracteristicas de equivalencia entre las tinciones de Warthin Starry y

Giemsa incluyendo tiempo, facilidad de procedimiento y costos.
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VI. HIPOTESIS

El valor diagndstico de la tincion de Warthin Starry es igual que el valor diagnéstico de la
tincion Giemsa para la identificacion de H. pylori en biopsias géastricas.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

Biopsias gastricas que llegaron al Hospital General San Juan de Dios, Hospital
Roosevelt e Instituto de Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN)

durante los meses de enero a diciembre del afio 2015 para el diagndstico de H. pylori.

B. Muestra

Se analizaron 150 biopsias géastricas por cada hospital, para un total de 450 biopsias

gastricas.
C. Recursos
1. Humanos

1.1. Investigadores
- Br. Iris Daniela Joachin Velasquez
- Br. Jessica Lorena Salazar Bermudez

- Mtra. Ana Gabriela Mendoza Castellanos

1.2. Asesor

- MSc. Gerardo Leonel Arroyo Catalan

1.3. Patdlogos:
- Dra. Clara Lizeth Chanquin Alonzo
- Dr. Hessler Morales Mérida

- Dr. Roberto Elsidio Orozco Florian
2. Recursos institucionales
- Servicio de Patologia del Hospital General San Juan de Dios
- Servicio de Patologia del Hospital Roosevelt

- Unidad de Patologia del Instituto de Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo del Valle
S.” (INCAN).
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3. Fisicos

a. Equipo

Bandeja para tincion
Bafio maria
Cronometro

Cubeta tipo Hellendahl
Estufa

Microscopio

Pipeta (10-100 mL)
Soportes para la tincion

Termdmetro

b. Materiales

Algoddn

Cubeta para tincion
Erlenmeyer (100-1000 mL)
Laminas portaobjetos

Papel absorbente desechable
Pinzas plasticas o de madera
Pipetas Pasteur

Pizeta

Probeta 10 mL

Recipientes de plastico

Varilla de coloracion

c. Reactivos

Acido acético en solucion al 1.2%
Agua

Agua destilada

Alcohol isopropilico al 70%
Etanol absoluto

Etanol al 70%

Etanol al 96%
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- Gelatina en Polvo al 100%

- Kit de reactivos Warthin Starry

- Medio de montaje anhidro al 100%
- Mezcla de hidroquinona 42.7%

- Solucion amortiguadora al 1.5%

- Solucion Giemsa stock 20%

- Solucion de nitrato de plata al 6%
- Xilol

D. Métodos

1. Seleccion de muestras

Se procesaron 450 muestras de biopsias gastricas en el orden que llegaron a cada
hospital con las que se trabajo para identificacion de H. pylori por medio de la tincion de

Giemsa y Warthin Starry.

2. Procedimientos

2.1 Tincion Giemsa (Merck™)

- Se coloco el corte de biopsia gastrica en estufa durante 30 minutos a 60°C y se
sumergio en xilol durante 12 minutos para desparafinar.

- Se sumergid el corte en etanol absoluto durante 5 min.

- Se sumergio el corte en etanol 96° durante 5 min.

- Se sumergid el corte en etanol 70° durante 5 min.

- Se lavo el corte con agua destilada durante 10 segundos.

- Se sumergid el corte en solucién de Giemsa al 20% durante 15 min.

- Se sumergio el corte en &cido acético 0.1% durante 10 segundos.

- Se lavo el corte con agua destilada durante 10 segundos.

- Se sumergio el corte en 2-propanol durante 30 segundos.

- Seagrego xilol al corte de biopsia gastrica durante 10 min.

- Se montaron los cortes con Entellan y cubreobjetos.
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2.2 Se realizo la evaluacion del corte de biopsia gastrica al microscopio en objetivo

10x y 40x, se observa la bacteria como un bacilo de color azul.

2.3 Tincién Warthin Starry
Se solicitaron cortes diferentes de las mismas biopsias que fueron tefiidas con Giemsa
y fueron tefiidas con la tincion Warthin Starry, para este procedimiento se utilizé el Kit de

plateado segin Warthin Starry modificado (Merck™) (Anexo 2).

- Sepreparé la cubeta del agua acética en la cual se mezclaron cuidadosamente 1 L de
agua destilada con 10 mL de &cido acético al 1.2% (solucion de almacenamiento, se
conservo maximo 3 semanas).

- Se preparo la solucion de impregnacion: se afiadieron 50 mL de agua acética méas 10
mL de solucidn de nitrato de plata al 6% en la cubeta de tincion.

- Se revolvio y colocd tapada la cubeta dentro del bafio de agua caliente y se calent6 a
60°C.

- Se prepard la solucion de revelado/desarrollo afiadiendo 60 mL de agua acética al
0.12% mas 2 cucharas dosificadoras con gelatina.

- Se colocd la cubeta tapada en el bafio de agua caliente, al mismo tiempo que la
solucion de impregnacion revolviendo de vez en cuando. Se esperd hasta que la
gelatina estaba completamente disuelta.

- Se prepard la solucion de ultimacién de los preparados con 2 cucharadas rasas de
mezcla de hidroquinona con la cuchara dosificadora.

- Se mezcld bien.

- Se afladieron 3 mL de solucién de impregnacion caliente con pipeta Pasteur y se
mezcl6. Importante: Para preparar las soluciones se utilizaron sélo recipientes de
vidrio o de pléstico limpios. No se pusieron las soluciones en contacto con objetos

metalicos.
2.2.1 Procedimiento para la tincion Warthin Starry

- Se coloco el corte de biopsia gastrica en estufa durante 30 min a 60°C y se sumergio
en xilol durante 12 minutos para desparafinar.

- Selavo el corte durante 10 segundos con agua destilada.

- Se tifio el corte con solucion de impregnaciéon durante 30 min a 60°C.

- Se enjuagd con agua del grifo, fuertemente fluyente, durante 3 minutos.

30



- Se tifid el corte con la solucion de revelado/desarrollo durante 2 minutos a 60°C.

- Se lavo con agua destilada durante 10 segundos a 60°C.

- Se lavo nuevamente con agua destilada durante 2 minutos a 60°C.

- Se sumergio el corte en solucion de tiosulfato de sodio durante 3 minutos.

- Se lavé nuevamente con agua destilada durante 10 minutos a temperatura ambiente.
- Se desaguo el corte.

- Se sumergio en xilol durante 3 minutos.

2.4 Evaluacion de datos

La evaluacion microscopica de casos tefiidos con Giemsa y Warthin Starry fue
realizada por el patélogo encargado del diagnostico. El observador no tuvo conocimiento de
cuéles eran las ldaminas pares, de tal forma que su criterio diagndstico no estuvo influenciado

por resultados previos. Se utiliz6 un control positivo con cada corrida.
3. Anélisis de Datos

Se llend un formulario con los resultados de las muestras procesadas (Anexo 3) con el
cual se cre6 una base de datos en el programa Excel que luego se analiz6 en los programas
Epilnfo 7 y MedCalc. Con esta informacion se cred una tabla 2x2 con la cual se analizaron la
sensibilidad, especificidad, concordancia, frecuencias. También se realiz6 el analisis de
tiempo, costo, facilidad de procedimiento y facilidad y tiempo de observacion (lo cual se

realiz6 mediante una entrevista a los patélogos participantes.

Se planted el caso de una prueba dicotdmica, en donde se clasifico a cada paciente
como positivo 0 negativo en funcion del resultado de la prueba. Un resultado positivo se
asocio con la presencia del microorganismo y un resultado negativo con la ausencia del
mismo. Los datos obtenidos permitieron clasificar a los sujetos en cuatro grupos segun una
tabla 2x2 como la que se muestra en el Cuadro 2. En ella, se enfrento el resultado de la prueba
diagnostica (en filas) con el resultado de la prueba por Giemsa. El resultado de la prueba fue
correcto (verdadero positivo y verdadero negativo) o incorrecto (falso positivo y falso
negativo). El analisis de su validez se obtuvo calculando los valores de sensibilidad y
especificidad (Fernandez & Pértegas, 2003).
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3.1 Sensibilidad

Cuando los datos obtenidos a partir de una muestra de pacientes se clasifican en una
tabla como la que se muestra en el cuadro 2, es facil estimar a partir de ella la sensibilidad
como la proporcién de pacientes con presencia de H. pylori que obtuvieron un resultado

positivo en la prueba diagndstica (Fernandez & Pértegas, 2003). Es decir:

Sensibilidad= VP *100

VP +FN

VP = Verdaderos Positivos, FN = Falsos Negativos

3.2 Especificidad
A partir de una tabla como el Cuadro 2, la especificidad se estimaria como:

Especifidad= _VN *100
VN+FP

VN = Verdaderos Negativos, FP = Falsos Positivos

Cuadro 2. Relacién entre el resultado de una prueba diagnoéstica y la presencia o ausencia
Helicobacter pylori

Resultado de la

prueba Tincion Giemsa
Tincién WS
Presencia Ausencia Total
Positivo a b a+b
Negativo c d c+d
Total at+c b+d a+b+c+d

Nota: a = nimero de pruebas con presencia del microorganismo consideradas como "positivos" por la prueba b =
namero de pruebas con ausencia del microorganismo consideradas como "positivos" por la prueba. ¢ = nimero
de pruebas con presencia del microorganismo consideradas como "negativos" por la prueba. d = nimero de
pruebas con ausencia del microorganismo considerados como "negativos” por la prueba. Puede apreciarse que
cada celda de la tabla refleja una caracteristica que también suele calificarse de la manera siguiente: a =
Verdaderos positivos (VP). b = Falsos positivos (FP).c = Falsos negativos (FN).d = Verdaderos negativos (VN)
(Fernandez & Pértegas, 2003).
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3.3 Concordancia

El indice Kappa valora la concordancia que existe entre dos tinciones tomando como

base el siguiente cuadro:

Cuadro 3. Valoracion del indice Kappa segun Landis y Koch

Indice Kappa Concordancia
0.00 Pobre
0.01 - 0.20 Leve
0.21 - 0.40 Aceptable
0.41 - 0.60 Moderada
0.61 - 0.80 Considerable
0.81 - 1.00 Casi perfecta

Fuente: (Cerdal & Villarroel, 2008)

E. Disefio experimental

Se realiz6 la evaluacion pareada y ciega de biopsias gastricas obtenidas p

or

endoscopia tefiidas con la tincién Giemsa y la tincién de WS para la identificacion de H.

pylori en el Hospital General San Juan de Dios, Hospital Roosevelt e INCAN.
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VIII. RESULTADOS

En este estudio se evalud la tincion de Warthin Starry comparada con la tincion
Giemsa para la identificacién de H. pylori en biopsias gastricas. Se analizaron 450
biopsias en total procedentes de 3 hospitales nacionales, Instituto de Cancerologia y
Hospital “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), Hospital General San Juan de Dios
(HGSJD) y Hospital Roosevelt, 150 biopsias de cada uno. De las 450 biopsias, se
obtuvieron 199 (44.22%) casos positivos para H. pylori y 251 (55.78%) negativos con
la tincién Giemsa; se obtuvieron 156 (34.67%) casos positivos y 294 (65.33%) casos
negativos con la tincion Warthin Starry (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de Helicobacter pylori en biopsias gastricas del Instituto de
Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), Hospital General San
Juan de Dios (HGSJD) y Hospital Roosevelt

Resultado Giemsa Warthin Starry
Casos % Casos %
Positivo 199 44.22 156 34.67
Negativo 251 55.78 294 65.33
Total 450 100.00 450 100.00

Fuente: Datos experimentales

El hospital Roosevelt presenté un mayor porcentaje de casos positivos para
ambas tinciones, 72% (108/150) con Giemsa y 62.67% (94/150) con Warthin Starry; el
INCAN presentd 32% (48/150) de casos positivos con Giemsa y 22.67% (34/150) con
Warthin Starry; el HGSJD presentd 28.67% (43/150) de casos positivos con Giemsa y
18.67% (28/150) con Warthin Starry. Se observa una diferencia de 9.55% + 0.5 de casos
positivos entre ambas tinciones, es procedente realizar un analisis de las diferencias

entre cada hospital (Tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencia de H. pylori en biopsias gastricas distribuidas por hospital (n=450)

. Giemsa Warthin Starry
Hospital Resultado NGmero % NGmero %

a Positivo 48 32.00 34 22.67

INCAN Negativo 102 68.00 116 77.33

b Positivo 43 28.67 28 18.67

HGSJD Negativo 107 71.33 122 81.33

Roosevelt Positivo 108 72.00 94 62.67

Negativo 42 28.00 56 37.33

AINCAN: Instituto de Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo del Valle S”. "HGSJD: Hospital General
San Juan de Dios
Fuente: Datos experimentales

Se determino que la diferencia en la frecuencia de H. pylori encontrada con la
tincion de Giemsa en el Hospital Roosevelt fue estadisticamente significativa
comparandola con el Hospital General San Juan de Dios y el INCAN (p<0.0001), la
diferencia en la frecuencia de H. pylori en el Hospital General San Juan de Dios y el
INCAN no fue estadisticamente significativa (p>0.6002).

Con los datos obtenidos se cre6 una tabla 2x2, encontrdndose 138 casos
positivos 'y 233 casos negativos para H. pylori con ambas tinciones, se encontraron 199
casos positivos para H. pylori con Giemsa y 156 positivos para H. pylori con WS (Tabla
3).

Tabla 3. Tabla 2x2 entre la tincion Giemsa y Warthin Starry (n=450)

Tincién Giemsa
+ - Total
Warthin + 138 18 156
Starry - 61 233 294
Total 199 251 450

Fuente: Datos experimentales

De acuerdo con la tabla 2x2, se determind la sensibilidad, especificidad y
concordancia de la tincion Warthin Starry, obteniéndose una sensibilidad de 69.34%
(ICys0, 62.43-75.67), especificidad de 92.82% (ICg50,88.90-95.69). Se determiné el
indice Kappa de concordancia entre las dos tinciones, obteniéndose un 0.64 (1Cgse, 0.56-
0.70). Con base al valor de este indice se considera que la concordancia es considerable

(Tabla 4).
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Tabla 4. Sensibilidad, especificidad y concordancia de la tincion Warthin Starry para el
diagndstico de H. pylori en biopsias gastricas comparada con la tincion Giemsa (n=450)

Tincion Warthin IC 95052
Starry

Sensibilidad  69.34  62.43-75.67
Especificidad 92.82  88.90-95.69

Kappa 064  0.565-0.707

1C95%: Intervalo de confianza al 95%
Fuente: Datos experimentales

Las caracteristicas de equivalencia entre ambas tinciones (tiempo y facilidad de
procedimiento, tiempo y facilidad de observacion y costo) fueron establecidas en una
entrevista con los patdlogos participantes, estableciéndose que la tincién Giemsa
requiere menos tiempo de procedimiento (30 minutos) pero mas tiempo para su
observacion (5 minutos). Es un procedimiento facil y su observacién es moderadamente
dificil en comparacion con la tincién Warthin Starry que posee un mayor tiempo de
procedimiento (80 minutos), un menor tiempo de observacion (3 minutos), un
procedimiento mas dificil y es mas facil su observacion. El costo de cada tincion difiere

en Q 4.16, la tincién de Giemsa siendo la tincion de menor costo (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas de equivalencia de la tincion Warthin Starry comparada con la

tincién Giemsa

Caracteristica ~ Parametro Giemsa Warthin Starry
- Tiempo (min) 30 80
Procedimiento Facilidad Facil Moderadamente dificil
Tiempo (min) 5 3
Observacion Facilidad Moder_ac,zlqmente il
dificil
Costo por corte Q0.30 Q 4.46

de biopsia
Fuente: Datos experimentales

El diagnostico de cada biopsia fue emitido por el patélogo de cada hospital,
relacionéndolo con la presencia de H. pylori, encontrdndose que el 69.56% (313/450) de
los casos se diagnosticaron con gastritis crénica y de esos casos 127 (40.58%)
presentaron H. pylori con la tincion Giemsa; un 16.22% (73/450) se diagnosticaron con
gastritis cronica folicular y de esos casos 55 (75.34%) presentaron H. pylori; un 5.78%
(26/450) se diagnosticaron con gastritis cronica atréfica folicular y de esos casos 8

(30.77%) presentaron H. pylori; un 1.78% (8/450) se diagnosticaron con
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adenocarcinoma y 1 (12.50%) presento H. pylori; un 6.44% (29/450) se diagnosticaron
como otros, entre los cuales se incluye gastritis cronica erosiva, carcinoma diferenciado,
polipos hiperplasicos y casos sin anormalidades histologicas, de esos casos 8 (27.59%)

presentaron H. pylori (Tabla 6).

Tabla 6. Diagnostico y presencia de H. pylori en biopsias gastricas del Instituto de
Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), Hospital General San
Juan de Dios y Hospital Roosevelt (n=450)

H. pylori (Giemsa)

Diagnostico Casos % Positivo %
Gastritis aguda 1 0.22 0 0.00
Adenocarcinoma 8 1.78 1 12.50
Gastritis cronica atrofica folicular 26 5.78 8 30.77
Otros 29 6.44 8 27.59
Gastritis cronica folicular 73 16.22 55 75.34
Gastritis cronica 313 69.56 127 40.58
Total 450 100.00 207 46.00

Fuente: Datos experimentales
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IX. DISCUSION

En el presente estudio se compararon dos métodos de tinciones histoldgicas con
el objetivo de determinar el valor diagnostico de la tincion Warthin Starry para la
identificacion de H. pylori en biopsias gastricas. La proporcién de casos detectados de
H. pylori en el grupo de 450 biopsias fue mayor cuando se utilizé la tincion Giemsa,
que la tincion de Warthin Starry (Tabla 1). Esta proporcién también se observa en cada
una de las tres instituciones evaluadas (Tabla 2). Estos hallazgos sugieren que habria un

sobrediagnostico al usar solamente la tincion de Giemsa.

Esta proporcion mayor para Giemsa, también coincide con otros estudios; como
el de Montealegre, en el cual al comparar la deteccién de H. pylori a través de la
identificacion del bacilo con la deteccién molecular a través de la amplificacion de un
fragmento del gen 16S ADNr especie-especifico, se observan algunas discrepancias en
cuanto a que en 12 pacientes se detectd la presencia del bacilo por medio de la tincion
histoldgica de Giemsa pero el resultado de la amplificacién del gen 16S ADNr fue
negativo. El indice kappa entre estas dos pruebas fue de 0.41 lo cual indica una
concordancia considerable. Otros estudios también han reportado mediante tincion
histoldgica la presencia de bacilos en muestras con resultados negativos de la RPC

especifica de H. pylori (Montealegre, et al, 2010).

Otro estudio realizado por Arteta, indica que la tincion Giemsa ha demostrado
ser un buen método para la identificacion de la bacteria, ya que es la tincion que todos
los patologos aprenden durante su entrenamiento. AUn asi, es posible que detritus de
material mucoso u otros artificios en la biopsia lleven a problemas de interpretacion que
generan, la mayoria de la veces, falsos positivos y, ocasionalmente, falsos negativos
(Arteta, Giraldo, & Arias, 2006). En el caso de presentarse un diagnostico falso
positivo, pueden desencadenarse una serie de factores perjudiciales para el paciente,
como: iniciar un tratamiento innecesario, el cual utiliza una combinacion de inhibidor
de la bomba de protones (omeprazol 20 mg, 30 mg de lansoprazol, Pantoprazol 40 mg),
500 mg de amoxicilina y claritromicina 1.0 g, Ranitidina-citrato de bismuto 400 mg, dos
veces al dia durante 7 a 14 dias (el tratamiento varia segun la pauta erradicadora que
utilice el médico tratante) (Vaz, 2000). La complejidad del tratamiento puede llevar a la

aparicion de efectos adversos ya que esta bien documentado que los imidazoles son la
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medicacion peor tolerada (Lopez, Domingo, Sanchez, & Alarcon, 1997). Ademas de
esto se debe mencionar el costo del tratamiento, lo cual afecta la economia del paciente.

En la tincion de Warthin Starry se observan bacilos curvos de color negro,
contra un fondo amarillo. Los microorganismos parecen mas largos que con otras
tinciones y pueden ser vistos a baja magnificacion (Marin, 1996). Pero, aparte de tener
ventajas, también posee desventajas como su costo, el tiempo requerido para llevar a
cabo la técnica (Tabla 5), la precipitacion excesiva de la plata y la decoloracion (Marin,
1996). Ello hace que no se realice como técnica de rutina reservandose para aquellos

casos en gue existen dudas diagnosticas (Martinez & Gonzélez, 2002).

Lo expuesto en el parrafo previo coincide con la sensibilidad y especificidad
(69.34, 92.82 respectivamente) que presentd la tincién de Warthin Starry en el presente
estudio, lo que induce a considerar la utilizacién de estd tincion como prueba
confirmatoria para el diagndstico de H. pylori, ya que se puede utilizar en biopsias
gastricas que no contengan mucha muestra o cuyo diagnostico sea dificil, evitando asi

los resultados falsos positivos.

Este estudio también indica que el hospital Roosevelt presentdé un mayor
porcentaje de casos positivos para ambas tinciones (72% con Giemsa y 62.67% con
Warthin Starry); el INCAN presento 32% de casos positivos con Giemsa y 22.67% con
Warthin Starry; el HGSJD presentd 28.67% de casos positivos con Giemsa y 18.67%
con Warthin Starry, observandose una diferencia de 9.55% * 0.5 de casos positivos
entre ambas tinciones (Tabla 2). Debe considerarse que estos resultados presentan una
variabilidad entre ambos hospitales debido a que la identificacion histologica de esta
bacteria por sus caracteristicas morfologicas depende en gran parte del observador ya
que existe una serie de factores que influyen en la habilidad del observador para la
identificacion de H. pylori, entre éstos estan: la densidad bacteriana, el entusiasmo-
experiencia del patélogo y los criterios utilizados para su identificacion (Arévalo,
Rosales, & Ortiz, 2007).

Al momento de comparar las frecuencias de H. pylori entre cada hospital con la
tincion Giemsa, se encontrdé que la relacion entre Hospital Roosevelt fue
estadisticamente significativa al compararla con el Hospital General San Juan de Dios y
el INCAN (p<0.0001), pero al hacer la comparacion entre el Hospital General San Juan

de Dios y el INCAN, la relacion no fue estadisticamente significativa (p>0.6002). No
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se sabe el por qué existe esta diferencia pero si se puede deducir que en el Hospital
Roosevelt se diagnosticaron a pacientes como positivos para H. pylori cuando
realmente no la tenian, lo que implica que obliguen al paciente a iniciar con el
tratamiento para erradicar la bacteria 0 como se menciond antes, que depende de la
experiencia del patélogo que hizo los diagnosticos, ya que la experiencia del patélogo
en su quehacer permite que la reproducibilidad del diagnostico sea alta (Arévalo,
Rosales, & Ortiz, 2007).

A diferencia de otros estudios, el presente realiza una comparacién entre dos
técnicas histologicas, obteniendo un indice kappa que indica una concordancia

considerable entre ambas tinciones con un valor de 0.64 (Tabla 4).

A este estudio también podria agregarse otra técnica diagndstica, como han
realizado en el estudio publicado por Osorio, en el cual ademés de realizar la
comparacion de dos tinciones, utilizan la prueba de la ureasa rapida, donde se menciona
que es conveniente planificar el empleo de otro método que complemente al histologico
lo que mejora la sensibilidad y especificidad del diagnéstico (Osorio, et al, 2009).
Otros métodos podrian ser: pruebas seroldgicas, identificacion de antigenos de H.
pylori en heces, prueba de aliento con urea marcada con C isotdpico, cultivo, entre otros
(Pajares, 2002).

Ademas se deben tomar en cuenta otros factores que podian influenciar los
resultados como son el nimero de microorganismos necesarios a ser detectados y el
namero de biopsias que se deben tomar para eliminar el error de muestreo que es
causado por la distribucion en parche que presenta H. pylori en la mucosa gastrica
(Marin, 1996).

Por otro lado al analizar la frecuencia de pacientes con H. pylori positivo y su
relacién con el diagnostico de la mucosa géstrica, los resultados reflejan que, en la
mayoria de los casos con gastritis cronica folicular, se detectd el mayor porcentaje para
H. pylori (75.34%) (Tabla 6). Este dato concuerda con estudios internacionales como el
de Martinez, en el que realizan un analisis de 1,850 pacientes adultos determinando la
presencia de H. pylori por la prueba de ureasa rapida y por histologia, estudio en el cual

se encontro un OR 28.94 (IC 95% 7.72-243.2) el cual es estadisticamente significativo,
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lo que indica una muy fuerte asociacion entre la infeccion por H. pylori y la presencia

de la enfermedad gastritis cronica folicular (Martinez & Heano, 2009).
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X. CONCLUSIONES

La tincion Warthin Starry presenta una sensibilidad de 69.34% (ICgs0, 62.43-
75.67), una especificidad de 92.82% (1Cg50,88.90-95.69), y una concordancia

considerable (Kappa = 0.64) respecto a la tincion de Giemsa.

La tincion Giemsa en comparacion con la tincion Warthin Starry, es un
procedimiento mas sencillo y facil de realizar, su costo es menor, sin embargo
Ileva més tiempo para la identificacion de H. pylori que la tincion de Warthin

Starry.

Se detectaron un total de 207 (46%) casos positivos para H. pylori,
encontrandose con mayor frecuencia en casos de gastritis cronica folicular
(75.3%) y gastritis cronica (40.6%.).

El diagnostico patoldgico més frecuente fue el de gastritis cronica encontrando
en 313 casos (69.6%).

Con base en la sensibilidad, especificidad, concordancia y caracteristicas de
equivalencia determinadas en este estudio, se establece que el valor diagndstico
para H. pylori de la tincién Giemsa es superior al valor diagnéstico de la tincion
Warthin Starry, para la evaluacién de H. pylori, por lo que se rechaza la

hipdtesis planteada para este estudio.
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XI. RECOMENDACIONES

La confirmacion de la presencia de H. pylori no debe estar cefiida a una sola
técnica diagndstica, por lo que es recomendable la integracion de otras técnicas

para mejorar la sensibilidad y especificidad en el diagndstico para H. pylori.

Para dar un mejor diagndstico sobre la infeccion de H. pylori se debe tomar en
cuenta el nimero de microorganismos necesarios para detectar la infeccion a
través de cruces, indicando si se evidencia una cantidad leve (+), moderada (++)

0 abundante (+ + +) de la bacteria en una muestra de biopsia géstrica.

Tener en cuenta que la tincion Warthin Starry debe ser realizada por una persona
experta en el campo de tinciones ya que requiere mucho cuidado porque se
puede dar una precipitacion excesiva de la plata o las muestras se decoloran

demasiado lo que puede provocar falsos positivos o falsos negativos.

Se recomienda que en Guatemala se realicen mas estudios sobre el diagnostico
de H. pylori ya que ésta ha sido clasificada como un carcindgeno de clase | por
la Organizacion Mundial de la Salud, debido a que esta bacteria coloniza la

mucosa gastrica e induce una respuesta inflamatoria persistente.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de reactivos

1. COLORACION GIEMSA

1.1. Solucién Giemsa stock

Colorante Giemsa en polvo, certificado ..........ccccoevvriniinnene. 0.75¢g
Metanol puro (Sin aCEtONA).........ccevvereriririeiese e, 65 mL
GlCEMNG PUIA.....iivieiieiieeie et 35 mL

En un frasco d&mbar que contiene perlas de vidrio, mezclar los reactivos
agitandolos vigorosamente varias veces al dia. Generalmente el colorante esta listo al
tercer dia cuando, en el ensayo de tincion, los parésitos muestran los colores apropiados.
Filtrar la solucion Giemsa stock con papel de filtro y conservarla en frasco oscuro a

temperatura ambiente.

1.2. Solucion diluyente (agua amortiguada)

Fosfato disddico anhidro (NazHPO4) ..cevveevecieviiiiiieeeieee 409

Fosfato monopotasico (KH2PO4) ....coevevreiiiieeeeeeeee 509
Mezclar las sales a homogeneidad.

Diluir un gramo de la mezcla de sales en un litro de agua destilada.

El rango de pH apropiado oscila entre 6.6 y 7.2.

1.3. Solucién Giemsa diluida

Colorante Giemsa StOCK..........c.couerirriereieiieinieiee s 0.10 mL

SOIUCION AIHUYENTE ... 0.90 mL

Otra forma de preparar la solucion Giemsa diluida es agregando dos gotas de

Solucién Giemsa stock por cada mililitro de solucion diluyente (Merck, 2011).
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Anexo 2. Inserto kit de plateado segun Warthin Starry modificado

1.02414.0001

Microscopia

Kit de plateado segun Warthin-Starry
modificado

para la d ion de Helicob pylori en cortes
parafinicos

Producto sanitario para diagnéstico in vitro c €

Empleo previsto

El kit de plateado segin Warthin-Starry esta destinado a la deteccion
histologica de Helicob pylon en tras de tejidos mediante '
microscopia optica.

Principio del método

En el plateado segtin Warthin-Starry el nitrato de plata se reduce a plata
metaiica mediante hidroquinona, oxi fa hidroquinona a
quinona.

La soluci6n reactiva esta elegida de tal manera que la plata metalica se
adiciona en una reaccion especifica a las estructuras destinatarias, aquf
Helicobacter pylori. La reaccion es parada mediante un paso de lavado, que
termina el desarrolio de la plata.

La plata se adici a la superficie de las b ias, las b

de pardo oscuro a negro en la imagen microscopica, las células se preseman
de amarillo a amarillo dorado, los nucleos son pardos. Las bacterias se
encuentran en las mucosas del epitelio superficial, en las gldndulas gastricas
apicales y en las fositas de la mucosa gastrica.

Mediante otm paso con solucmn de tiosulfato sédico la plata formada es
fijaday Si se emplea tiosulfato s6dico puede
montarse a conti ion con cualquier medio de jje que contenga
xileno.

Si se prescindiera de este bafio de tincién adicional, los preparados deben
montarse con DPX o Neo-Mount®, para evilar la decoloracién.

Material
Muestras de tejidos fijadas con formalina tamponada neutra.
Cortes parafinicos de 3-5 ym de espesor

Reactivos suministrados

Cec en el kit de | do segtin in-Starry modificado
Nro. an 1.02414.0001

Reactivo 1: Solucion de nitrato de plata 6% 500 ml

Reactivo 2: Mezcla de hidroquinona 2x14g
Reactivo 3: Gelatina en polvo 130g

Reactivo 4: Acido acético en solucion al 1,2% 60 ml

Nota: El contenido del reactivo 2 y reactivo 4 no coresponde al consumo
real, un resto permanece siempre como reserva en el envase.
Reactivos r rios adicionall t

Nro. art. 101979 DPX 500 mi
Medio de montaje anhidro

(Para el empleo sin solucion de tiosulfato sddico)

o alternativamente

Nro. art. 109147 Sodio tiosulfato en solucién 11
(Para montar con otros medios de montaje que contengan xileno)

Preparativos

El empleo tiene jugar en la cubeta de tincion. El kit esta preparado para un
volumen de 60 mi, que corresponde a una cubeta tipo Hellendahi.
Calentar el bario de agua a 60°C.

2. Solucion de imp i6

Anadir 50 mi de agua acética + 10 mi de solucion
de nitrato de plata al 6%, revolver y colocar tapado
en el bafio de agua caliente y calentar a 60°C.
Control de la temperatura (solucion lista para el
60°C uso).

Importante: no usar objetos metélicos

3. Solucion de lado/desarrolio

A) Preparativos:

Anadir 60 mi de agua acética + 2 cucharas

] dosificadoras de color anaranjado con gelatina y

colocar tapado en el bafio de agua caliente, al

60°C mismo tiempo que la solucién de impregnacién
fviendo de vez en do. La ina tiene que

estar completamente disuelta. Otras adiciones no

tienen lugar hasta poco antes de introducir los

cortes en esta solucion. (ver Ultimacién de los

preparados)

B) Ultimacién de ios preparados:

Adicién de 2 cucharadas rasas de mezcla de
hidroquinona con la cuchara dosificadora de color
naranja (en la tapa), revolver bien. Afiadir 3 mi de
solucion de impregnacién caliente con la pipeta
adjunta, mezclar bien.

Nota:
Loscorlesdeben jucirse i) di:
en fa solucion de /e lfo ahora lista
para el uso.
s 4. Agua destilada
i le Enjuagar 2 veces
60°C  60°C

Importante: Para preparar las soluciones usar sélo recipientes de vidrio
o de plastico limpios. No poner fas soluciones en contacto objetos
metalicos (p. ej. soportes de portaobjetos o pinzas).

de trabajo (solucion de impregnacion y
soluqén de desarrollolrevelado) se utilizan solamente para un solo uso y se
és de usarlas.

1 pondier

Tecmca operatoria
Sin i6n de tiosulfato de sodio

Tiemp | Temperatura | Paso
o

Desparafinar en forma tipica los cortes y

rehidratar.

10 Agua destilada

segundo

s

30 min 60°C Solucién de impregnacién

3 min Enjuagar bien en agua fuertemente fluyente del
grifo

2-3 min 60°C Solucion de lado/d o (ver
Ultimacion)

10 60°C Agua destilada

segundo

s

2 min 60°C Agua destilada

Desaguar y clarificar de forma tipica los cortes
con xileno o Neo- Clea

Montar con DPX los preparados humedecidos
con xileno, o con Neo-Mount® los preparados
humedecidos con Neo-Clear®, y colocar

1. Pmparacton del agua acehca
Mezcl: 1 | de agua destilad
10 mi de acido acético al 1,2% (solucién de
almacenamiento, se conserva maximo 3 semanas)

con

cubreobjetos.
Resultado

Helicobacter pylori pardo oscuro a negro
Fondo amarillo a amarillc dorado

Con solucién de tiosulfato de sodio

Tiempo Temperatu | Paso
ra

Desparafinar en forma tipica los cortes y

10 Agua desiilada
| segundos

30 min 60°C Solucion de img_'ggnacién

3 min Enjuagar en agua fuer fl te del grifo

2-3 min 60°C Solucion de desarrolio (ver Ultlmaa()n)

51



10 60°C Agua destilada Proteccion contra infecciones
gundos Debe observarse a toda costa una proteccion eficaz contra infecciones de
min 60°C Agua destilada acuerdo con ias directivas de laboratorio.
min Solucion de tiosulfato sédico
1] Agua destilada Indicaciones para la ehmmaclon de residuos
segundos Las soluci das y las sol caducadas han de ser eliminadas
Desaguar y clarificar de forma tipica los cortes como basura peligrosa, respetand: ias pl pCil locales de
con xileno eliminacion. Si se presentan mas pregun!as acerca de la eliminacion, éstas
Montar con Entellan® Nuevo los preparados podran ser tramitadas a través de E-Mall retrolog:snk@merck de.
humedecidos con xileno y colocar Dentro de la UE tienen validez las pr P das en la Directi
cubreobjetos. 87/548/CEE del Consep relativa a la aproximacion de las disposiciones
g reg rias y adi ivas en ia de dasrﬁcamén
Resultado balaje e etiquetado de peligrosas, en la P
Helicobacter pylori pardo oscuro a negro version vigente.
Fondo pardusco

Deteccion de errores

Ya que las técnicas de plateado son una de las "tlnuones espedales més
dificiles en histologia, esta técnica requi idado en la técnica
operatoria.

Hay que tener en cuenta los siguientes puntos en caso de resultado no
satisfactorio:

imagen microscépica  Posible causa Remedio
Fonda no limpio Enjuague insuficiente Intensificar el enjuague
tras la solucién de con agua fluyente del
impregnacion ¥
Decoloracion lenta Medio de montaje Empleo de DPX o
de los preparados inadecuado solucion de tiosulfato
sédico (ver
descripcién)
Tincion demasiado Tiempo de incubacion ~ Tener en cuenta el
fuerte de los de la solucién de tiempo prescrito
preparados revelada/desarrollo
demasiado prolongado
Tincion d iad T delos Comprobacion directa
débil reactivos demasiado de |a temperatura de
baja los reactivos (la
indicacion del bafio de
agua frecuentemente
no es suficiente)
Nota técnica
E! microscopio usado deberia ¢ ponder a los isitos de un laboratorio
de diagnéstico médico.
Seguir las indmauones de empleo del fijador.
Deben segi lasi pleo del prc histolégico y

las instrucciones de empleo del fabncante del aparato y del software.
Para el bafio de agua deben tenerse en cuenta las instrucciones de empleo
del fabricante del aparato.

Preparacién de las muestras
Todas las deben tr: de
tecnologia.

Todas las muestras deben estar rotuladas inequivocamente.

Deben usarse instrumentos adecuados para la toma de muestras y en la
preparacion, y deben seguirse las instrucci del fabricante para la
aplicacion/el empleo.

do con el estado de la

Diagnéstico

Los di deb ser i porp
autorizadas y cualificadas.

Cada aplicacion deberia implicar controles ad dos para descartar
resultados erréneos.

Deberan emp las 5 g

Deberan elegirse y reali ensayos ulteri segtin métodos
reconocidos.

Almacenamiento
El kit de plateado debe almacenarse entre +15°C y +25°C
Las soluciones pueden usarse hasta la fecha de caducidad indicada.

Estabilidad

Después de abrir el frasco por pri vez, el ido al do entre
+15°C y +25°C es utilizable hasta Ia fecha de caducidad indicada,

Los frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.

Capacidad
El kit es suficiente para hasta 500 preparaciones.

Notas sobre el empleo

Para evitar errores, la técnica de pk do deberia ser realizada por personal
especializado.

Solamente para uso profesmnal

Deben las nacionales sobre en el trabajo y

asaguramlento de la calidad.
Deben emplearse microscopios ipados de do con el estandar.

Reactivos auxiliares

Nro. art. 107961 Entellan® Nuevo 100 mi, 500 mi
Medio de montaje anhidro

Nro. art. 107960 Entellan® 500 ml
Medio de montaje anhidro

Nro. art. 108681 Xileno para analisis 11,251
EMSURE®, ACS, ISO, Reag. Ph Eur

Nro.art. 109843 Neo-Clear® 51
(sustituto de Xileno) para microscopia

Nro.art. 109016 Neo-Mount® 500 mi

medio de montaje anhidro tras la
aplicacién de Neo-Clear®

Clasificacion de sustancias peligrosas

Merck nro. art. 102414

Tener en cuenta la clasificacion de st ias pelig en la etiq ylas
indicaciones en la ficha de datos de seguridad.

La ficha de datos de seguridad de Merck esta disponible en Internety a
solicitud.

Componentes principales de los productos
Nro. art. 102414

Reactivo 1
AgNO; 60g/l
11=1,05kg

Reactivo 2
CeHeO2 42,7% en peso

Reactivo 3
Gelatina 100,0% en peso

Reactivo 4

CH.0; 12,6 g
11=1,0kg

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel: +48 (0)6151 72-2440
www.merck-chemicals. com/microscopy

Status: Febrero 2011 §
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Anexo 3. Formulario de Muestra

US u C Universidad de San Carlos de Guatemala
e Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
P/ TRICENTENARIA . . .

T e oG Escuela de Quimica Bioldgica

Seminario de Investigacion
Valor diagnéstico de la tincion de Warthin Starry para la identificacion de
Helicobacter pylori en biopsias gastricas

Fecha: Hospital:

Resultados

Correlativo No. De muestra Warthin-Starry Giemsa

Responsable a cargo

Patélogo/ Observador:
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Anexo 4. Fotografias

- \ A
i %
| .
= === 30, G

Fotografia 1. Rehidratacion de las muestras que fueron desparafinadas usando xilol y etanol en diferentes

concentraciones.

Fotografia 2. Laminas con las muestras de biopsias ya hidratadas listas para empezar la tincion.
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Fase de impregnacion

Fotografia 3. Preparacion de la solucion de impregnacion.

Fotografia 4. Adicién de la solucion de impregnacion en la cubeta de tincion.
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luego incubarlas.

Fotografia 6. Cubeta con las muestras en solucién de impregnacion ya incubadas.

s muestras en la cubeta con la solucién de impregnacion para
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Fotografia 7. Lavado de las muestras con agua del grifo para quitar el exceso de la solucién de
impregnacion.

Fase de revelado y desarrollo

. ;
Fotografia 8. Preparacion de la solucion de revelado: esta cubeta contiene agua acética y
gelatina en polvo.
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Fotografia 9. En esta cubeta ya se deshizo la gelatina debido a que se colocé en bafio maria.

Fotografia 10. Adicion de la mezcla de hidroquinona a la solucion de revelado.
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Fotografia 12. Colocacidon de las muestras en la solucion de revelado.
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Fase de fijacion

Fotografia 13. Muestras en solucién de tiosulfato de sédico.

Fotografia 14. Muestras tefiidas listas para deshidratar.
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Fase de preparacion de deshidratacion de las muestras

Fotografia 16. Muestras ya deshidratadas listas para ser montadas con Entellan.
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Fase de montaje de las muestras para ser vistas en el microscopio

Fotografia 17. Montaje de las muestras.

Fotografia 18. Muestras montadas.
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Fotografia 19. Muestras ya listas para ser vistas al microscopio.
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