PATOLOGIA

DENTIFICACION HIS

DE TINCION DE WAR'

Revista Médica de Costa Rica y Centroamérica LIIl (537) 147-151; 1996

OLOGICADE
HELICOBACTER PYLORI POR LOS METODOS

HIN-STARRY Y GIMENEZ

EN BIOPSIAS GASTRICAS

SUMMARY:

Forty-nine patients (20 men and 29 women)
were investigated for Helicobacter pylori tin-
fection. All patients had dyspeptic problems
and underwent gastroscopy at the Max Pe-
ralta Hospital, Cartago. They were exami-
ned by histology (Warthin-Starry and Gime-
nez stains) and cultivation as a reference
method. Helicobacter pylori strains could be
isolated from 71.4% of the patients. Altoget-
her, 69.4% pattentes were shown to be infec-
ted using a combination of both stains; the
Warthin-Stally stain showed 97% sensitivity
and 85.7°/6 of specificity and the Gimenez
technique, 97.7% and 78.6 % respectively.
The results confirm that both stains are sen-
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sitive methods for the detection of H. pylori
in gastric biopsies.

INTRODUCCION:

En 1983 Warren y Marshall informaron del ais-
lamiento de una bacteria espiral en muestras de
biopsia de antro en agar chocolate incubado ba-
jo condiciones microaerofilicas (19). Posterior-
mente varios investigadores encontraron una
asociacién entre H. pylori y gastritis (4). H. py-
lori y una bacteria Gram-negativa, mévil con 4
a 6 flagelos unipolares miltiples, produce gran-
des cantidades de ureasa y es catalasa y oxidasa
positiva (1). Ademds puede ser cultivado bajo
condiciones de tensién de oxigeno reducido y
su crecimiento 6ptimo es a 37°C (7). H. pylori
se ha encontrado en biopsias géstricas de perso-
nas sintomdticas sometidas a endoscopia gas-
trointestinal y parece ser un factor importante
en la patogénesis de la enfermedad ulcerativa
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duodenal (2). Normalmente esta bacteria no in-
vade el epitelio, mds bien se localiza en la my-
cosa antral, pero puede estar presente en otras
parics del estémago y coloniza solamente tejido
gdstrico (1). Los microorganismos se localizan
tipicamente en el moco adyacente al epitelio
gastrico dentro del antro, cuerpo ¢ fondo del es-
témago (11). Se ha obscrvado que individuos
colonizados muestran un incremento en el ni-
mero de células mononucleares y en muchos
casos existe un nimero aumentado de neutrd-
filos (1). La infeccitn de H. pylori puede estar
relacionada con carcinogénesis gdstrica (6) y se
ha cncontrado una prevalencia alta de infeccién
por esta bacteria en poblaciones con riesgo au-
mentado de cincer gédstrico como Jap6n, China,
Escocia, Perii y Colombia (3). Ademds estudios
epidemiolégicos recientes han indicado que la
infeccién de H. pylori estd asociada con un
riesgo significativo para el desarrollo de céncer
gdstrico (14, 15) y que ésta asociacién no es
afectada por la dieta y factores socioeconémi-
cos, que influyen en el riesgo de cdncer géstri-
co. Los métodos utilizados para la deteccién de
H. pylori se basan en la identificacidn de mi-
croorganismos con apropiada morfologfa, loca-
lizacién y caracteristicas de tincién en las
muestras de mucosa géstrica (1).

H. pylori se observa en la superficie del epitelio
gastrico en secciones tefiidas con hematoxilina
y eosina (H&E) pero esta tincién es muy débil
y puede ser enmascarada por la presencia de
moco superficial {7). Para una mejor visualiza-
¢ion de esta bacteria se utilizan tinciones espe-
ciales como son los métodos de plata, tinciones
de Romanowsky, tincién de Gram y reciente-
mente 1a tincién de Giménez (11).

El objetivo de este estudio fue el de comparar
la especificidad y sensibilidad de dos tinciones
histolégicas difercnies (Warthin-Starry y Gim¢-
nez), para la identificacién de H. pylori, en pa-
cientes que asistieron al Servicio de Gastroen-
terologia del Hospital Max Peralta de Cartago
por presentar sfntomas dispépticos.

Se definié como dispepsia un doler localizado
en la parte superior del estdmago en el drea re-

troesternal acompaiiado frecuentemente de al-
gunos de los siguientes sfntomas: disconformi-
dad, ardor, ndusea, vémito, sensacién de ilenu-
ra, inflamaci6n, intolerancia a las grasas y difi-
cultad para complementar la digestion.

MATERIALES Y METODOS:

Se estudit 49 pacientes dispépticos a los cuales
s¢ les tom6 cinco biopsias géstricas, dos de la
curvatura mayor, dos dc la curvatura menory la
quinta al azar. A cada una de las biopsias se les
realizé: examen histolégico, tinciones y cultivo
bacteriano. Las dos muestras, una de la curva-
tura mayor y la otra de la curvatura menor fue-
ron inclufdas en viales con formalina debida-
mente identificados para ser enviados al Servi-
cio de Patologfa dcl Hospital Max Peralta de
Cartago, donde se les practic6 Jos procedimien-
tos histoldgicos de rutina. La muestra fue saca-
da del frasco de formalina e inclufda en reci-
pientes especiales para ¢l procedimiento de fi-
jacién con formaldehido al 10%, deshidrataci6n
con alcohol etilico al 100% y embebida con xi-
leno-parafina para luego ser cortadas en seccio-
nes de 3 pm mediante micrétomo rotativo. Las
tinciones empleadas fueron las de Warthin-
Starry modificado para espiroquetas (8) y la
técnica de Giménez (11). Las biopsias fueron
culuvadas en Agar Brucela {BBL), adicionén-
dole sangre de caballo al 10%, vancomicina (10
ug/ml, polimixina B (2.5 U.I/ml} y trimetro-
prim (5 ug/ml). Los cuitivos se incubaron a 37°
C bajo una atmésfera microaerofilica (5-10%
de oxfgeno y 90, 95% de una mezcla de nitré-
geno y CO2 por cinco dias (16). Las colonias
sospechosas fueron tefiidas con tincidn de
Gram y se determiné su capacidad para produ-
cir catalasa, oxidasa y ureasa.

RESULTADOS:

Se determindé la presencia de H. pylorn en biop-
sias gdstricas de 49 sujetos, 20 hombres y 2¢
mujeres con edades comprendidas entre los 21
y 64 afios que acudieron al Servicio de Gas-
troenterologia del Hospital Max Peralta de Car-
tago, para realizarse una gastroscopia entre los
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meses de julio de 1990 a Junio de 1991.

Las tinciones se observaron al microscopio de
luz en 40x y en inmersion, revisando minucio-
samente hasta observar bacilos Gram negativos
curvados o en forma de bastoncillos, localiza-
dos en los espacios intercelulares de las gldndu-
las gdstricas. En la tincién de Giménez las bac-
terias se tifieron de color fucsia contra un fondo
azul verdoso y en Warthin-Starry las bacterias
se observaron de color negro contra un fondo
dorado. La comparacién de resultados entre las
tinciones y el cultivo se presenta en el cuadro 1
para la tincién de Giménez y Warthin-Starry
respectivamente. De los 49 pacientes estudia-
dos por la tincién de Giménez, el 71.4% fue po-
sitivo por cultivo y el 69.4% por ambas tincio-
nes. Con los datos del cultivo como referencia,
la sensibilidad obtenida utilizando la tincién de
Giménez como método de diagndéstico fue de
un 97. 7%, y la especificidad comparado con el
culfivo fué un 78.6%. Con Warthin-Starry se
obtuvo una sensibilidad del 97% y una especifi-
cidad del 85.7%. Los valores predictivos positi-
vos y negativos para las dos tinciones fue de al-
rededor de un 90%.

CUADRO #1
Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de dos
tinciones histolégicas para la deteccion de H. pylori.

Warthin-Starry | Giménez | Cultivo
's:nsibllhhd 97% 7% 71.4%
Especificidad 85% 78.6% 100%
:’::‘:-'tmﬂcllva T R -
TR E
DISCUSION:

En el presente estudio se comparan dos méto-
dos de tinciones histolégicas con la técnica de
cultivo bacteriano, con el objeto de valorar la
especificidad y sensibilidad en el diagnéstico
de H. pylori en biopsias gdstricas. Tanto la vi-
sualizacién microscopica como el cultivo de H.
pylori tienen el inconveniente de requerir un

procedimiento invasivo para obtener una biop-
sia de mucosa géstrica. Ademds, el cultivo de la
bacteria puede ser alterado por la ingestion de
anestésicos topicos, el uso reciente de antibi6ti-
cos, 0 la contaminaci6n de las pinzas de biopsia
con glutaraldehido o microorganismos (10).
Ademas el cultivo requiere mucho tiempo, es
caro, dificil y se podria subestimar la presencia
de H. pylori en la muestra de estudio.

El cultivo de un microorganismo es prueba de-
finitiva de la presencia del mismo en la muestra
de estudio, por lo que no deberfan existir pa-
cientes con un resultado de cultivo falso positi-
vO a menos que se produzca una contaminacién
de las pinzas, es por esto que se recomienda ha-
cer el diagnéstico de H. pylori utilizando al me-
nos tres pruebas positivas (17). Adn cuando el
cultivo no es el método m4s sensible de
diagnosticar la infeccién por H. pylori perma-
nece como el més especifico y es importante
para la determinacién de la susceptibilidad de
la bacteria a agentes antimicrobianos en casos
de resistencia (10). A principios de 1980, Wa-
rren y Marshall volvieron al uso de la tincién
de plata (Warthin-Starry) para la observacién
microscOpica de biopsias obtenidas endoscé6pi-
camente de mucosa gédstrica. Con esta tincién
se observan bacilos curvos o en forma de espi-
ral y con una distribucién en parche (5). En
biopsias géastricas tefiidas con H&E la bacteria
se observa muy borrosa y estudios comparati-
vos con la tincion de Warthin-Starry y la tin-
cion de Gram han demostrado que la H&E es
menos sensible, por lo que la visualizaci6n mi-
croscépica no es confiable para dar un diagnés-
tico (9). Por el contrario, con la tincién de
Warthin-Starry se observan bacilos curvos de
color negro, contra un fondo amarillo. Los mi-
croorganismos parecen mds largos que con
otras tinciones y pueden ser vistos a baja mag-
nificacién. Entre las desventajas que presenta la
tincion de Warthin-Starry incluye su costo, el
tiempo requetido para llevar a cabo la técnica,
la precipitacién excesiva de la plata y la deco-
loracion (13). Dicha precipitacion da lugar a
una apariencia granular por lo que pueden darse
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falsos positivos. La tincién de Giménez es un
método que utiliza fucsina carbdlica con verde
de malaquita como tincién de contraste y fuc
utizada por primera vez por Giméncz cn 1964.
Con csta tincion las bacterias s¢ observan de
color amarille contra un fondo verde azulado.
H. pylori presenta una morfologifa de un bacilo
curvo corto y grueso. Ambas tinciones demos-
traron una buena correlacién con el cultivo bac-
teriano para el diagndstico de H. pylori, obte-
niéndose resultados similares en Vandenplas
et.al., 1992 (17) y Morera et.al., 1993 (12).
Barthel et.al., 1990 (i) sugicre que la deteccidn
histol6gica de los microorganismos por el an4-
lisis de multiples biopsias es ¢l mejor método
de referencia. Sin embargo el utilizar esta meto-
dologia tiene el inconveniente de que H. pylori
no ¢s el dnico microorganismo que puede per-
sistir en 1a mucosa gdstrica ¢ inducir gastritis
histolégica (14). Aidn cuando el cultivo no es el
método mas sensible de diagnosticar la infec-
cién por H. pylori permanece como el més es-
pecifico y es importantc para la determinacion
de la susccptibilidad de¢ la bacteria a agenies
antimicrobianos en casos de resistencia ( 10},
Adcmis, se deben tomar en cuenta otros facto-
res que podfan influenciar los resuitados como
son e} nimero de microorganismos necesarios a
ser detectados y el nimero de biopsias que sc
deben tomar para eliminar el error de muestreo
que es causado por la distribucién en parche
que presenta Ho pylori en la mucosa géstrica
(12).
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RESUMEN:

En el presente estudic se comparan sensibili-
dad, especificidad y valores predictivos positi-
vos y nggativos de dos métodos de tincidén:
Warthin-Starry y Giménez, utilizando como re-
ferencia la técnica de cultivo para el diagndsti-
¢o de Helicobacter pylon, en biopsias gdstricas.
De los 49 pacientes estudiados, el 71.4% fucron
positivos por la técnica de cultivo y cl 69.4%
por ambas tinciones. Para las tinciones de Wa-
rthin-Starry y Giménez se obtuvo una sensibili-
dad y especificidad de 97% y 85.7% y de
97.7% y 78.6% respectivamente. Los valores
predictivos positivos y negativos para las dos
tinciones fueron de alrededor de un 90%.

Aiin cuando el cultivo no es el método m4s sen-
sible de diagnosticar ia infeccién por H.pyloni
permanece como el mis especffico. Ambas tin-
ciones demostraron correlacién con el cultivo
bacteriano para el diagndéstico de H. pylori.
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