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Comparacion de coloraciones histologicas para el
diagnadstico de Helicobacter pylori *
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RESUMEN: La gastritis cronica por Helicobacter pylori es una de las infecciones més prevalentes en nuestro medio, y teniendo en
cuenta la elevada proporcion con que la Gicera péptica se asocia a la misma (1), se deduce la importancia del correcto diagnéstico
de esta patologia.

El objetivo del presente trabajo fue comparar alguna de las coloraciones existentes para el diagnéstico de Helicobacter pyfori. Se
estudiaron 20 pacientes adultos, con diagnéstico de infeccién por este germen. Se obtuvieron 6 muestras de fa region antral. Dos
fueron procesadas en un medio de cultivo adecuado, dos se usaron para la prueba de la ureasa y dos sometidas a tincién histoldgica,
las cuales fueron coloreadas con: Hematoxilina-eosina, Alcian Blue, PAS, Gram, Brown-Hopps, Alcian Yellow y Warthin-Starry.

Los preparados tefidos con Warthin-Starry se evaluaron més rapidamente, debido a que la plata precipita sobre la membrana del
microorganismo, haciéndola aparecer més gruesa y més fdcil de identificar, ademds existe un claro contraste entre el ennegrecimiento
de los bacilos y la mucina y las células epiteliales amarillo-doradas.

La presencia de Helicobacter pylori fué diagnosticada en forma mas correcta con Warthin-Starry que con otras tinciones incluyendo
Hematoxilina-Eosina.

SUMMARY: Chronic gastritis due to Heficobacter pyiori is one of the most prevalent infections in our region, The fact that it is most
frecuently found to be associated with peptic ulcer (1) allous us to conclude that it is extremely important to accurately diagnose the
infection,

The aim of this work was to compare some of the staining techniques available for the diagnosis of Helicobacter pylori to. Twenty adult
patients to whom infection by Helicobacter pylori had been diagnosed were examined. Six samples were obtained from the antral
region, Two of them were processed in an appropriate culture medium, two were used for the ureasa test and two were subjected to
histological staining with Hematoxylin-Eosin, Alcian Blue, PAS, Gram, Brown-Hopps Alcian Yellow and Warthin-Starry dyes. The
Warthin-Starry stained preparations were evaluated more quickly, because silver precipitates on the organism membrane, making it
appear thicker and easier to identify. A clear contrast between blackened bacilli and mucin and the golden-yellow epithelial cellis also
achieved.

The presence of Helicobacler pylori was more accurately diagnosed with Warthin-Starry than with the other staining technigues,
including Hematoxylin-Eosin.

Introduccién

La gastritis cronica es la lesién habitual oca-
sionada por la infeccion de Helicobacter pylori
como una fase primera, a partir de la cual en
algunos sujetos puede originarse Ulcera péptica (2).
El mecanismo lesional o patogénico de la gastritis
es una consecuencia entre la accion de los factores
agresivos patogénicos de la bacteria Helicobacter

* Datos preliminares fueron presentados en el Vill Congreso Argen-
tino de Ciencias Morfolégicas. Tandil Marzo de 1998.

pylori y los mecanismos defensivos del huésped
(hombre) (3).

Por otra parte, los investigadores siguen estu-
diando la asociacion de la gastritis cronica por
Helicobacter pylori con el adenocarcinoma y linfo-
ma tipo MAL gastricos (4,5,6).

La deteccion del Helicobacter pylori en biop-
sias gastricas fijadas en formol al 10%, procesadas
convencionalmente para sus cortes en parafina y
coloreadas, brindan alta sensibilidad y especificidad
que aumentan leve y proporcionalmente el uso de
técnicas complementarias.

Ambos dependen de la densidad de los bacilos
colonizando la mucosa gastrica, la experiencia del
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observador, el tamafio y nimero de biopsias y la
calidad de la “tincién" (7,8).

Se sabe que todas las técnicas de coloracitn,
permiten el reconocimiento del bacilo en estudio;
siendo la mucosa antral la ideal para identificarlo.

La localizacién de esta bacteria en la mucosa
gastrica es variable (moco superficial, adherido al
epitelio de las faveolas y gldndulas, en los espacios
intercelulares del epitelio y aisladamente en el corion
superficial).

Los métodos de referencia para su diagnostico
son el cultivo y |a tincién histoldgica; existen mun-
dialmente numerosas coloraciones propuestas para
el estudio de este microorganismo al microscopio
Optico: Hematoxilina-eosina, Gram, Genta (hemato-
xilina-eosina y Alcian-Blue pH: 2,5), Giemsa, Giem-
sa prolongado, Giménez, Gallyas (modificado con
hematoxilina-eosina), Alcian Blue, PAS, Cresyl Fast
Violet, Brown-Hopps (gram modificado con acido
picrico de contraste), Naranja de acridina, Alcian-
Yellow, Warthin-Starry.

Debido a que la gastritis cronica por Helico-
bacter pylori es una de las infecciones bacterianas
mas prevalentes en nuestro medio; teniendo en
cuenta la elevada proporcion con que la dicera
péptica se asocia a ella (1) y la modificacion que se
imprime en la historia natural del paciente con el
€xito del tratamiento erradicador; se deduce la rele-
vancia clinica asistencial del diagnostico de esta
patologia.

El objetivo del presente trabajo, fue comparar
alguna de las innumerables coloraciones existentes
para el diagnostico de Helicobacter pylori, a los
fines de seleccionar Ia técnica més sensible, mas
especifica, de facil realizacion y deteccion del ger-
men, bajo costo y en concordancia con los concen-
sos mundiales establecidos.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 20 pacientes adultos, de ambos
sexos edad media 44 anos (IC: 41-48), con diag-
nostico de infeccion por Helicobacter pylori; que
habian sido sometidos a fibroendoscopia digestiva
alta, realizandose tomas biopsias pre y post trata-
miento. Se aobtuvieron 6 muestras de la regién an-
tral. Dos se usaron para la realizacion del test rapido
de la ureasa (utilizando kits comercial), dos proce-
sadas en un medio de cultivo adecuado (donde se
confirmd el aislamiento e identificacion de H.p.).

Las dos restantes se colocaron en formalina al
10%, las cuales fueron sometidas al procedimiento
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habitual de inclusién en parafina y finalmente se
realizaron las tinciones histologicas de: Hematoxili-
na-eosina, Giemsa, Alcian Blue, Gram, PAS, Brown-
Hopps, Alcian-Yellow y Warthin-Starry. (9,10).

La coloracion de Warthin-Starry se realiz6 res-
petando normas internacionales, pero utilizando
dos técnicas diferentes, A) Convencional (tiempo de
trabajo 70 minutos) (9,10); B)Usando horno mi-
croondas (tiempo de trabajo: 5 minutos) (11).

A) Técnica convencional:

1. -Desparafinar enxileno e hidratar hasta agua
destilada.

2. —Lavar con solucién tampén.

3. =Teiir en la solucion de plata 1% durante
una hora a 60°C.

4, -Desarrollar las secciones en la solucién de
trabajo durante tres minutos a 60°C.

5. -Lavar con agua corriente a 60°C.

6. —Lavar los cortes en solucién tampon.

7. -Deshidratar, aclarar y montar.

B) Técnica usando horno microondas

1. -Desparafinar - hidratar.

2. ~Lavar con agua destilada dos veces.

3. -Colocar el portaobjetos en la solucion de
nitrato de plata 1% (a 483 W) cuarenta y cinco
segundos; sacar un minuto a temperatura ambiente.

4, —Precalentar en matraces separados: A)Ni-
trato de plata 2%. B) Gelatina 5%. C) Hidroquinona
0,15%. D) Precalentar un matraz sin nada.

5. -Mezclar en el matraz precalentado, solu-
cion desarrolladora en el siguiente orden:

Nitrato de plata 2%-------- 1,50 mi

Gelatina 5%----=--====------3,75 ml

Hidroquinona 0,15%-------2,00 ml

6. —Colocar el portaobjetos horizontalmente
en un soporte, a temperatura ambiente, cubrir con
la solucién desarrolladora 1 minuto o menos.

7. -Lavar con agua de canilla, 50 ml precalen-
tada cuarenta y cinco segundos a 450 W.

8. —Lavar con agua destilada.

9. -Deshidratar y montar.

Resultados y Discusién

FOTOS: 1-2-3 (1-Hematoxilina-eosina, 2-
Warthin Starry, 3-Warthin-Starry) Pag. 171-172.

La figura 1 muestra una micofotografia de
biopsia antral (x1.000), tefiida con Hematoxilina-eo-
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sina. Se obseva el microorganismo coloreado débil-
mente, situado sobre el mucus en la luz y adherido
al epitelio, su tincion es semejante al epitelio.
Lafigura 2 presenta otra seccion de la mucosa
antral, (x 1.000), tefiida con Warthin-Starry, donde
se evidencia gran N° de bacilos; mientras que la
figura 3, (x1.000) realizada también con W-S, visua-
liza menor densidad de gérmenes; debido a que la

Tabla 1. Comparacion de coloraciones histolégicas
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plata precipita sobre la membrana, haciéndola apa-
recer mas gruesa, manifiesta claro contraste entre
el ennegrecimiento de los bacilos y el amarillo-do-
rado de la mucina y células epiteliales.

Los resultados cualitativos de las coloraciones
antes mencionadas y el resto de las tinciones reali-
zadas se muestran en Ia tabla (1).

Coloraciones Laboriosidad Identificacion Sensibilidad Especificidad Costo
Morfolégica (12)
Hematoxilina- <
Eosina + + +++ + $1
Giemsa + + +4+ + <
$1
Alcian-Blue ++ + +4++ + $1
Gram + + +4+ + <
$1
PAS + + +++ + =
$1
Brown-Hopps + + 4+ + <
$1
Alcian-Yellow + +++ +++ + $1,30
Warthin-Starry + +++ ik g e $1.10
+: Baja ++: Mediana +++:Alta

Estos resultados concuerdan con Alcalde, M;
Sanchez Risco, P; Garcia-Diaz, M, quienes sostie-
nen que la tincion de hematoxilina-eosina, es sen-
cilla y barata, requiere experiencia en la identifica-
cion del germen, ofrece buena sensibilidad, carece
de especificidad (13).

Dichos autores consideran ademas que, las
coloraciones de: Giemsa, Alcian-Blue, Gram, PAS,
Brown-Hopps, son semejantes a la anterior, pero
remarcan la necesidad de utilizacion de finciones
complementarias para su mejor identificacion, y

fundamentalmente hematoxilina-eosina para poder
realizar el estudio histopatoldgico de la mucosa
gastrica.

Nuestros hallazgos coinciden con Gomollén
Garcia F 1997, quien expresa que la tincion de
Warthin-Starry es extraordinariamente fiable, (dos
muestras arrojan un: 98% de sensibilidad y especi-
ficidad; cuatro muestras: 99% de sensibilidad y.
especificidad) (14).

Se disiente con Rodrigo Sdez, L, 1997, que
manifiesta que esta tincion requiere experiencia
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para su realizacion, es laboriosa y tiene un costo
elevado (15).

Los resultados obtenidos en el presente traba-
jo acuerdan con las normas establecidas por la 1%
Reunién Nacional de Congreso de Diagndstico y
Tratamiento de la infeccion por Helicobacter pylori,
Abril 1998, donde se concluydé que una de las
formas de constatar la eficacia de erradicacion, es
utilizar cultivo y tincion de Warthin-Starry (16,17).

Conclusiones

Teniendo en cuenta la gradacion inicialmente
descripta por Marshall y Warren de 0 a 3; no cabe
duda que para la correlacién clinico patoldgica post-
terapéutica (eliminacion y erradicacion) el grado
mas dificultoso de asegurar es el 0 (18).

De los datos antes expuestos, se concluye que
la tincion de hematoxilina-eosina es poco especifi-
ca, pero se debe tener en cuenta que brinda corre-
laciones entre infeccion y grado histologico de la
gastritis.

Si bien las condiciones fundamentales en la
eleccion de una, u otra tincién, dependen de la
dotacién técnica disponible en el medio donde se
trabaje y la experiencia de los observadores; la
presencia de Heficobacter pylori, en el presente
estudio fue diagnosticada en forma mas correcta
con Warthin-Starry que con otras tinciones, inclu-
yendo hematoxilina-eosina.

Los preparados tefiidos con W-S se evaluaron
mas répidamente, debido a que la plata precipita
sobre lamembrana del microorganismo, haciéndola
aparecer mas gruesa y mas facil de identificar;
ademas existe un claro contraste entre el ennegre-
cimiento de los bacilos y el amarillo-dorado de la
mucina y células epiteliales.

La utilizacién de horno microondas, permite
una rapida y uniforme impregnacion del tejido en
estudio; ademds las diferencias existentes entre los
preparados expuestos a la altafrecuencia de los que
no lo fueron, radican fundamentalmente en que en
los segundos se produce una precipitacion de fondo
que impide la visualizaci6n correcta del bacilo.

Finalmente se sugiere que para el diagndstico
de infeccion por Helicobacter pylori, se deberian
utilizar conjuntamente las tinciones de Hematoxili-
na-eosina y Warthin-Starry.
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