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Identificacion de Helicobacter pylori por medio de la
coloracion especial de Warthin-Starry en biopsias de
pacientes con gastritis cronica folicular, previamente
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Resumen

Las técnicas empleadas para la deteccion del Helicobacter pylori (H. pylori) son no invasivas e invasivas.
En estas ultimas, la presencia del H. pylori se determina a partir de la tincién de hematoxilina-eosina (HE),
prueba rutinaria, mientras que en pocas ocasiones se aplica la tincién de Warthin-Starry (WS) como colo-
racion especial. Objetivo: identificar la presencia de H. pylori por medio de la coloracion especial de la WS
en biopsias de pacientes con gastritis cronica folicular, previamente negativas en la tincion HE. Materiales y
métodos: se desarroll6 un estudio de tipo descriptivo transversal, en un periodo de 12 meses. Se tomaron los
bloques de parafina de las muestras de la mucosa gastrica de pacientes con diagnostico de gastritis cronica
e hiperplasia folicular. Ademas, se extrajo un corte histologico del mismo bloque, al cual se le aplicd HE y se
determiné la presencia o ausencia de H. pylori. Asi, de estar ausente, se tomé del mismo bloque un corte
adicional y se aplicd WS. Esto se evalud con el fin de identificar la existencia o no del bacilo. Resultados:
se recolectaron 314 muestras; 209 fueron negativas y 105 fueron positivas para HE. El 45 % (94) de estas
muestras fueron positivas respecto a la presencia del bacilo, al aplicar la segunda coloracion, y el 55 % (115)
de las muestras persistieron negativas. Conclusion: el hallazgo de H. pylori es significativamente alto al
aplicar la coloracion de WS a muestras cuyo estudio histologico evidencié la ausencia del bacilo en biopsias
de la mucosa gastrica, especialmente en muestras con escasa cantidad de bacterias.
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Abstract

Non-invasive and invasive techniques can be used for detection of Helicobacter pylori. An invasive techni-
que identifies the bacteria through routine hematoxylin-eosin staining. Warthin-Starry stain is rarely used.
Objective: Our objective was to identify H. pylori by Warthin-Starry staining of patient’s biopsies with chronic
follicular gastritis who had previously tested negative in hematoxylin-eosin staining. Materials and methods:
This is a descriptive, cross-sectional descriptive study that was carried out over a period of 12 months. The
study examined paraffin blocks of samples taken from the gastric mucosa of patients diagnosed with chronic
gastritis and follicular hyperplasia. A histological section was extracted from a block and tested with hemato-
xylin-eosin staining for the presence or absence of H. pylori. If absent, an additional cut was taken from the
same block and Warthin-Starry staining was used to retest for the presence of the bacteria. Results: Of the
314 samples collected, 209 tested negative, and 105 tested positive for H. pylori when hematoxylin-eosin
staining was used. Of the 209 negative samples, 45% (94) tested positive when Warthin Starry stain was
used, and 55% (115) still tested negative. Conclusion: Findings of H. pylori are significantly higher when
Warthin Starry stain was used to test samples whose previous histological study had evidenced an absence
of the bacillus, especially in samples with a small amount of bacteria.
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INTRODUCCION

La enfermedad dcido péptica constituye una de las princi-
pales causas de consulta médica en el dmbito colombiano;
el 80 % de estos casos se dan por gastritis (1), la cual se
define como la inflamacién de la mucosa géstrica, a causa
de un desbalance entre los factores protectores y promo-
tores de la inflamacién (2). Se ha determinado un con-
junto de factores de riesgo, dentro de los cuales se halla el
Helicobacter pylori (H. pylori), que se considera uno de los
mds importantes, especialmente en la patogenia de la gas-
tritis crénica con hiperplasia folicular (3).

Este tipo de gastritis produce una fuerte reaccién inflama-
toria, caracterizada por un denso infiltrado de células mono-
nucleares, principalmente monocitos, y la formacion de agre-
gados o foliculos linfoides con centro germinal (4). Estudios
recientes sugieren que la inflamacion persistente ocasionada
por este tipo de gastritis puede incrementar el riesgo de desa-
rrollar linfomas del tejido linfoide asociado a las mucosas
(Mucosa-Associated Lymphoid Tissue, MALT) de bajo grado
(un tipo de neoplasia gastrica) y adenocarcinoma (5).

Se prevé que cerca del 60 % de la poblacién mundial se
encuentra infectada por el H. pylori, razén por la cual se
convierte en la infeccidén bacteriana crénica mds comin a
nivel global (6). En Colombia, la prevalencia de la infec-
cién por H. pylori en los adultos es alta y se asocia a con-
diciones de insalubridad y estilos de vida poco saludables
(7). Respecto a la via de transmisién de la bacteria, el con-
tacto persona a persona se considera la via més implicada,
ya sea, fecal-oral, oral-oral o gastrica-oral (8).

Asimismo, el método més empleado para el diagndstico
de este tipo de gastritis es el anatomopatolégico, el cual
consiste en la observacién de la bacteria por medio de
microscopia Optica, previo tratamiento del tejido que se
va a observar. Este tratamiento incluye deshidratacién con
calor y aplicacion de la tincidn rutinaria de hematoxilina-
eosina (HE). Las bacterias que estdn dentro del moco y en
la superficie del epitelio pueden observarse con la tincién
HE, pero aquellas que se adhieren estrechamente a las célu-
las fagocitadas por neutréfilos generalmente son indistin-
guibles de las células adyacentes (9).

La HE tiene una alta sensibilidad para detectar la presencia
de H. pylori en las biopsias de pacientes infectados. No obs-
tante, factores como los pacientes con tratamiento previo;
una escasa cantidad de H. pylori en la muestra, y condiciones
técnicas como la calidad de la coloracion y la experticia del
observador, entre otros, conducen a la necesidad de utilizar
tinciones auxiliares como la de Warthin-Starry (WS), la cual
estd indicada en gastritis crénica folicular (10).

La WS tiene la capacidad de resaltar las bacterias ocul-
tas en el moco gastrico, debido al contraste de tonalidades
(fondo amarillo parduzco), en comparacién con la colora-
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cién de HE (morado-rosado); en la primera sobresalen los
bacilos por el contraste, mientras que lo mismo no ocurre
enla segunda (11).

El diagnéstico oportuno es importante para establecer
un tratamiento precoz, sobre la base de combinaciones de
regimenes triples de medicamentos tipo antimicrobianos,
a fin de prevenir complicaciones futuras relacionadas con
la persistencia del bacilo (12). Entre tanto, el propésito de
este estudio es determinar la presencia de H. pylori a partir
de la coloracién especial de la WS en biopsias de pacientes
con gastritis crénica folicular, previamente negativas en la
tincién de HE.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo transversal que se
efectud entre agosto de 2016 y julio de 2017. Para tal pro-
posito, se aplicé un muestreo por conveniencia, en el cual
se analizaron las muestras que llegaron al laboratorio y que
cumplian con los siguientes criterios de inclusién: hom-
bres y mujeres de Medellin que consultaron a un centro de
referencia de la ciudad, con diagndstico de gastritis cronica
e hiperplasia folicular y ausencia de H. pylori en la biopsia
gastrica, mediante la coloracion rutinaria HE. Se considera-
ron muestras anatomopatoldgicas recolectadas y almacena-
das de forma incorrecta como criterio de exclusion.

En el laboratorio de patologfa de Dindmica IPS (sede
Medellin), se tomaron bloques de parafina de muestras de
la mucosa gastrica, obtenidos de pacientes por via endos-
copica. Al corte histolégico extraido de cada bloque se le
aplico la coloracién rutinaria de HE y se siguieron las ins-
trucciones, de acuerdo con el protocolo del laboratorio
de las Fuerzas Armadas de Estados Unidos. Para ello se
usaron reactivos HE, comercialmente disponibles (Instant
Hematoxylin de Thermo scientific®).

Luego de la tincién con HE, se observo la muestra por
medio de microscopia éptica y se determin la presencia o
la ausencia de H. pylori; en caso de estar ausente, se tomo
del mismo bloque un corte adicional, el cual se someti6 ala
tincion especial de WS, preparada en el laboratorio segtn el
protocolo de las Fuerzas Armadas de Estados Unidos (11).

Se siguieron los pasos descritos a continuacién: i) se des-
parafing el tejido, ii) se prepararon dos bafios de flotacién,
uno de 43 °C de impregnacién y otro de 54 °C de reve-
lacién, para luego tomar la temperatura, iii) en el bafio de
impregnacion, se adicion nitrato de plata al 1 % y cuando
estuvo caliente se instalaron las placas por 30 min, iv) en
el bafio de revelacion, se puso el nitrato de plata durante
30 minutos, asi como gelatina al S %, hidroquinona o piro-
catecol al 0,15 % y agua destilada, v) pasados 30 min, se
tomaron 1,5 mL de nitrato de plata al 2 %; 3,75 mL de gela-
tina y 2 mL de pirocatecol, y se mezclaron, vi) posterior a

Trabajos originales



ello, se extrajeron las placas del bano de impregnacion de
nitrato de plata al 1 %, se ubicaron en la rejilla y se aplico
la solucién anterior hasta obtener un color amarillo o café
dorado, vii) se lavé con agua tridestilada caliente y se deshi-
draté con calor, viii) se evalué a partir de la observacién por
microscopia Optica, igual que el corte anterior, con el fin de
identificar la existencia o no del bacilo.

Solo en los casos de pacientes negativos para HE se regis-
traron datos del reporte de patologia, de los cuales se extra-
jeron las variables correspondientes para los andlisis. Con
los resultados obtenidos, se construyd una base de datos en
Microsoft Excel y se analizaron variables como la presen-
cia de H. pylori por WS, la cantidad de H. pylori por WS, la
existencia de inflamacidn, el grado de dicha inflamacién, la
actividad inflamatoria, hiperplasia y caracteristicas demo-
graficas adicionales como la edad y el género, obtenidas de
los registros clinicos cuando el paciente ingreso.

Asimismo, en el andlisis estadistico se consideraron medi-
das descriptivas como la frecuencia relativa y la absoluta, asi
como medidas de tendencia central y de dispersion. Estas
fueron analizadas con el software IBM SPSS statistics para
Windows version 24.0.

RESULTADOS

Se analizé un total de 314 muestras, de las cuales 1035 fue-
ron positivas y 209 fueron negativas para H. pylori, en la tin-

cién de HE. Durante el estudio se incluyeron solo las mues-
tras negativas por HE y se excluyeron aquellas que fueron
positivas. De las 209 muestras negativas por HE, el 45 %
(94) fueron positivas respecto a la presencia de la bacteria
al realizar la segunda coloracién de WS, y el 55 % (115) de
las muestras persistieron negativas (Figura 1).

La coloraciéon especial de WS detect6, en su totalidad,
cantidades escasas del bacilo en las biopsias que previa-
mente habian sido negativas para HE (Figura 2). De las
209 muestras del estudio, el 66,9 % (140) correspondieron
a pacientes del género femenino y el 33 % (69) de ellas al
género masculino (33 %). Entre tanto, de las 140 muestras
de pacientes del género femenino, 62 fueron positivas y
78 negativas por WS, mientras que de las 69 muestras del
género masculino, 32 fueron positivas y 37 fueron negati-
vas por WS.

El promedio de edad para las mujeres con gastritis cro-
nica folicular en presencia de H. pylori fue de 50 anos,
mientras que en hombres fue de 42. En las 209 muestras
negativas para HE, el rango de edad de los pacientes aten-
didos oscil6 entre 1y 90 anos. Entre tanto, se observo que
el grupo etario mas frecuentemente afectado estuvo entre
los 41-60 afios, pues 46 pacientes fueron positivos para
H. pyloriy 47 negativos para la WS.

Por otra parte, la poblacién menos afectada estuvo entre
los 81-100 afios y se presentd solo un caso positivo para
H. pylori al aplicarse la WS. Asi pues, se encontré una
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Figura 1. Distribucion de las muestras analizadas por HE y WS. De las 314 muestras de la mucosa gastrica, 105 fueron positivas y 209 negativas al

aplicar la coloracién de HE. HE: hematoxilina-eosina.
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Figura 2. Cantidad de H. pylori en la coloraciéon de WS. La coloracién
especial de WS detectd, en su mayoria, cantidades escasas del bacilo en las
biopsias previamente negativas para HE. WS: tincién de Warthin-Starry

diferencia marcada en el grupo de 0-20 afios, con una fre-
cuencia de casos de 8 positivos y 21 negativos para la WS
(Figura 3).

Con relacién a la cantidad de bacterias, se encontré que
el 100 % (94) de aquellos pacientes que resultaron positi-
vos por WS presentaron una escasa cantidad de H. pylori.
También se detectd que, de las 94 muestras positivas para
WS, el 84 % (79) presentaron un grado de inflamacién
moderado en comparacién con 91 muestras negativas; un
9,6 % (9) mostraron un grado de inflamacién severa (14 en
las negativas), y un 6,4 % (6), un grado de inflamacién leve
(10 en las negativas) (Figura 4).

70

Nimero de muestras

Con respecto ala actividad inflamatoria, se identificé que
el 91 % (84) de las muestras positivas por WS presentaron
una actividad inflamatoria leve, en comparacién con 107
muestras negativas (Figura §).

Al comparar las dos tinciones, se puede observar que en
HE se presentan agregados linfoides con centros germi-
nales, pero no se logra identificar claramente el H. pylori
(Figura 6A), a diferencia de la tincién con WS, en la cual
se destacan escasos bacilos que corresponden a bacilos de
H. pylori (Figura 6B).

DISCUSION

En el presente estudio, se compararon dos métodos de tin-
ciones histologicas, con el objetivo de determinar el valor
diagnostico de la tinciéon WS para la identificaciéon de H.
pylori en biopsias géstricas de pacientes con gastritis crénica
folicular, previamente negativas con la coloracién de HE.

La WS es una coloracién especial empleada para la detec-
cion histologica de H. pyloriy de espiroquetas en muestras
de tejido gastrico (13). Su componente principal es el
nitrato de plata, el cual se precipita sobre la membrana del
microorganismo y permite que esta se visualice més gruesa
y sea facil de identificar con el microscopio (14). La WS
debe ser realizada por una persona experta en el campo
de tinciones, debido a que demanda mucho cuidado, pues
puede presentarse una precipitacion excesiva de la plata o
una decoloracion excesiva de las muestras, lo que altera el
resultado de la lectura del microscopio (15).
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Figura 3. Grupo etario mds afectado segtin la edad y el sexo. El promedio de edad para las mujeres con gastritis cronica folicular en presencia de H.
pylori fue de 50 afos, mientras que en hombres fue de 42. El grupo etario mas frecuentemente afectado estuvo entre los 41-60 afos.
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Figura 4. Relacion del grado de inflamacién con la cantidad de
H. pylori presente en la coloracién de la WS. Del total de las 94 muestras
que fueron positivas para WS, el 84 % (79) presentaron un grado de
inflamacién moderado, un 9,6 % (9) mostrd un grado de inflamacién
severa y un 6,4 % (6) un grado de inflamacién leve.

En presencia de actividad inflamatoria leve, la tincién de
WS se adhiere mejor a los bacilos, mientras que en la acti-
vidad inflamatoria moderada los infiltrados de células infla-
matorias se superponen al bacilo y disminuyen la capacidad
de fijacién de WS a este bacilo, lo cual es relevante para el
diagnéstico histoldgico, ya que, como lo estamos repor-
tando en este estudio, la mayoria de las muestras presentan
actividad inflamatoria leve.
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Por esta razon, la aplicacién de WS es ideal para detectar
la presencia del bacilo. Similar alo reportado por Veldsquez
y colaboradores (15), nuestro estudio encontré que la WS
tiene la capacidad de identificar cantidades escasas de la
bacteria, mientras que la HE tiene el potencial de teqir la
bacteria cuando esta se encuentra en gran cantidad en los
cortes histolégicos, motivo por el cual la tincién de rutina
HE genera falsos negativos (16).

Los resultados derivados del presente estudio confirman
que la tincién especial de WS detecta con mayor frecuen-
cia la presencia de H. pylori en los casos de gastritis cronica
folicular previamente negativas con la coloracién de HE,
como se ha documentado en otros estudios (13-17).

Asimismo, el presente estudio concluye que la WS es mas
eficiente que la HE para confirmar la presencia de la bacte-
ria en gastritis de patrén folicular, por lo cual se podria con-
siderar aplicarla dentro de los protocolos diagnésticos en
los laboratorios de patologia locales como tincién inicial,
debido a que esta prictica no es empleada por la mayoria
de patologos, al no evidenciar inicialmente el bacilo, el cual
se expone al usar la WS.

Aunque la WS representa un mayor valor econdmico en
su implementacién en el laboratorio, un personal técnico
especializado (18) y una mayor laboriosidad en la prepara-
cién de losreactivos -los cuales no estan disponibles comer-
cialmente en nuestro medio- haria mds costo-efectivo el
diagndstico de H. pylori. A partir de ello, se propende por
un diagnostico y un tratamiento precoces, a fin de evitar las
secuelas de esta bacteria, principalmente el cdncer gastrico.
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Figura §. Presencia de H. pylori en la coloracién de la WS de acuerdo con la actividad inflamatoria. Se identificé que el 91 % (84) de las muestras
positivas por WS presentaron una actividad inflamatoria leve, en comparacién con 107 muestras negativas.

Identificacién de Helicobacter pylori por medio de la coloracion especial de Warthin-Starry en biopsias de pacientes con gastritis cronica folicular, 5

previamente negativas en la tincion de hematoxilina-eosina



Figura 6. A. H. pylori en la coloracion rutinaria de HE 4x, Se observan agregados linfoides con centros germinales activos. Los agregados estin
rodeados por un proceso inflamatorio linfoplasmocitario. B. H. pylori en la coloracion especial de WS 40x. Se observa en la luz de algunas glandulas
que se destacan escasos bacilos espirales negros, los cuales corresponden a bacilos H. pylori.
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