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Resumen:

Introduccion: Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria asociada con
enfermedades gastroduodenales inflamatorias y neoplasicas. La histopatologia
es uno de los métodos diagndsticos empleados para su deteccidn, la cual tiene
sensibilidad del 90% al 95% cuando hay alta densidad de H. pylori; sin
embargo, la bacteria puede pasar desapercibida en infecciones de baja
densidad porque la coloracion de rutina de Hematoxilina & Eosina (H&E) no es
una tincion especifica para su deteccibn y presenta variabilidad
interobservador. El objetivo de este estudio fue determinar la utilidad de la
tincion complementaria de Giemsa para el diagnéstico de H. pylori en lesiones
preneoplasicas donde la bacteria se encuentra en baja densidad. Materiales
y métodos: se realizé un estudio descriptivo retrospectivo y prospectivo que
incluyd 65 pacientes con diagndstico de lesiones preneoplasicas. Las biopsias
gastricas se tifieron con H&E y Giemsa y fueron evaluadas evaluada por dos
patologos. Resultados: la coloracidén de Giemsa diagnostico 20,3% casos mas
de infeccidon por H. pylori que la H&E, la mayoria de ellos con baja densidad
de la bacteria. No hubo diferencias estadisticamente significativas en el
diagndstico de H. pylori de acuerdo con el tipo de muestra. Conclusion: este
estudio encontroé que la tincion de Giemsamejora el diagndstico histopatoldgico

de H. pylori en pacientes con lesiones preneoplasicas.

Palabras clave: técnicas histoldgicas, Helicobacter pylori, diagnéstico,

lesiones preneoplasicas, enfermedades gastrointestinales.



Abstract

Introduction: Helicobacter pylori is a bacterium associated with inflammatory
and neoplastic gastroduodenal diseases. Histopathology is one of the
diagnostic methods used for its detection, which has a sensitivity of 90% to
95% when there is a high density of H. pylori; however, the bacterium may be
missed in low-density infections because routine staining Hematoxylin & Eosin
(H&E) is not a specific stain for detection of the bacterium and exhibits
interobserver variability. The objective of this study was to determine the
usefulness of complementary Giemsa staining for the diagnosis of H. pylori in
preneoplastic lesions where the bacteria are found in low density. Materials
and methods: A retrospective and prospective descriptive study was carried
out that included 65 patients diagnosed with preneoplastic lesions. Gastric
biopsies were stained with H&E and Giemsa and evaluated by two pathologists.
Results: Giemsa staining diagnosed 20.3% more cases of H. pylori infection
than H&E, most of them with low bacterial density. There were no statistically
significant differences in the diagnosis of H. pylori according to the type of
sample Conclusion: This study found that Giemsa staining improves the

histopathological diagnosis of H. pylori in patients with preneoplastic lesions.

Keywords: histological techniques, Helicobacter pylori, diagnosis,

preneoplastic lesions, gastrointestinal diseases.



Introduccion

Helicobacter pylori (H. pylori) tiene una prevalencia mundial mayor del 50%
en paises de medianos a bajos ingresos y menor del 50% en paises de altos
ingresos (1). En Colombia, la frecuencia es variable segun diferentes estudios,
(41,7% - 99,1%) (2-4). H. pylori se asocia con enfermedades
gastroduodenales inflamatorias y neoplasicas y fue reconocido como
carcindgeno gastrico definitivo desde 1994, de acuerdo con la IARC (de sus
siglas en inglés, International Agency for Research on Cancer) (5). En el afo
2020 en Colombia el cancer gastrico (CG) ocup6 el segundo lugar de incidencia
en hombres (4.989) y el quinto en mujeres (3.225) (6). La infeccidén crénica
por H. pylori conduce a gastritis atréfica (GA) y metaplasia intestinal (MI),
ambas consideradas lesiones preneoplasicas (LPN) del CG; las cuales son
potencialmente reversibles cuando se instaura un tratamiento precoz y
efectivo para erradicar la bacteria (7,8), por lo tanto, el diagndstico y manejo

terapéutico temprano de la infeccion permiten reducir el riesgo de CG.

Para el diagndstico de H. pylori existen métodos no invasivos e invasivos. Los
primeros detectan indirectamente la bacteria o susproductos e incluyen la
serologia (S= 76-84% y E= 79-90%), antigenos fecales (S=69%- 95% y E=
97.6%) (9) y la prueba de ureasa en aliento (S= 96-100% y E= 93-100%)
(10). Los segundos estan basados en la realizacion de endoscopia digestiva

superior (EDS) con toma de biopsias e incluyen la prueba de la ureasa rapida



(S= 80-95% y E= 95-100%), el cultivo microbioldgico (S= 70% y E= 100%),
las pruebas moleculares (S= 91% y E= 100%) e histopatologia (S= 90-95%
y E= 95-98%) (11). Esta ultima tiene varias ventajas porque permite el
diagndstico de la infeccion, determina el grado de inflamacién de la mucosa

gastrica y permite evaluar la presencia de LPN (12).

Para el estudio histopatoldgico de H. pylori se recomiendan muestreos
estandarizados (Protocolo de Sydney) donde se toman varias biopsias de sitios
especificos del estdbmago. Lo anterior se recomienda dada la distribucién
heterogénea de la bacteria que pueden conducir a falsos negativos cuando se
selecciona un solo sitio de muestreo (11). Por otro lado, la coloracién empleada
de rutina para el diagndstico histopatoldgicoes la H&E, esta coloracion suele
ser suficiente en infecciones con alta densidad, aunque tiene sensibilidad
variable entre 69%-93%; sin embargo, en pacientes con LPN, donde la
bacteria se encuentra en baja densidad la sensibilidad de la H&E es menor al
70% (13) y se ha reportado que el uso exclusivo de H&E pasa por alto

infecciones por H. pylori con escasa densidad (14).

La implementacion del protocolo de Sidney mejora la sensibilidad vy
especificidad enel diagndstico de H. pylori (15). Este consiste en evaluar cinco
muestras, dos delantro, dos del cuerpo gastrico y una de incisura angularis, 1o

cual aumenta la probabilidad de encontrar la presencia de la bacteria. Ademas,



la evaluacién de atrofia y MI se determinan mejor en la region de la incisura
angularis, que es también el sitio con mayor probabilidad de revelar los
cambios displasicos, de ahi la importancia de esta biopsia. Este protocolo
sumado al uso de coloraciones especiales como Giemsa, Alcian Blue, acido
perydodico de Schiff (PAS) o Warthin Starry mejoran el diagndstico

especialmente en pacientes con LPN (1,13,16).

Chahuan y cols., demostraron que adicionalmente al uso de H&E se prefiere la
coloracién de Giemsa por ser sensible (42.6% - 94%), facil de realizar,
econdmica, ampliamente disponible y no produce precipitados que se puedan
confundir con la bacteria (14). Varios estudios muestran la superioridad de la
coloracion de Giemsa, frente a la H&E cuya sensibilidad oscila entre 28,7% y
83,9% para ladeteccion de la bacteria (14,16,17). Ademas, la coloraciéon de
Giemsa reduce bvariabilidad interobservador en el diagndstico de la infeccidn

porque facilita su visualizacion (18,19).

Hasta el 75% de los casos de GA se encuentran asociados con la presencia de
H. pylori, pero la deteccidon de la bacteria puede pasar inadvertida (20). Lo
anterior ocasiona resultados falsos negativos en el diagnostico y no permite
que el paciente tenga la oportunidad de recibir tratamiento oportuno para la

erradicacién (21), lo cual ha sido demostrado en estudios previos (21-25).

En Colombia no se encontraron estudios que determinen la utilidad de las
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coloraciones especiales como el Giemsa para eldiagndstico de H. pylori en
pacientes con LPN gastricas. Por lo anterior, el propdsito de este estudio fue
determinar la utilidad de la coloracién de Giemsa para el diagndstico de H.
pylori en biopsias gastricas de pacientes con LPN que consultaron a siete
instituciones de salud de tres regiones de Antioquia-Colombia durante los anos

2016-2018.

Materiales y métodos

Tipo de estudio Descriptivo retrospectivo prospectivo.

Poblacion de estudio y criterios de elegibilidad.

Este estudio deriva del proyecto CODI 2014-1062 aprobado por el Comité de
Etica de Investigacidon de la Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia.
Se incluyeron individuos > 18 afios que asistieron a siete instituciones de
salud de tres subregiones de Antioquia (Area metropolitana del Valle de
Aburra, Oriente y Uraba Antioquefio). Los participantes acudieron para
realizaciéon de EDS y la participacidén en el proyecto fue voluntaria mediante

firma del consentimiento.



Se excluyeronindividuos que recibieron inhibidores de la bomba de protones o
antagonistas de los receptores de histamina H2 durante los 15 dias previos a la
EDS o antibioticos en el ultimo mes; individuos con diagnostico de hemorragia
digestiva superior; pacientes anticoagulados o con trastornos de coagulacién;
embarazadas; personas con antecedentes quirdrgicos previos en el tracto
digestivo superior; diagnéstico previo de enfermedades crdénicas severas
(renal, hepatica, falla cardiaca descompensada y diabetes mellitus
descompensada) y personas con antecedentes de radio-quimioterapia. De 272
individuos incluidos en el estudio anterior, se selecciond una muestra de los
65 pacientes con diagndstico histopatolégico deLPN (GA y/o MI) para este

estudio.

Recoleccion de las biopsias y procesamiento.

Se tomaron cinco muestras a cada participante siguiendo las recomendaciones
del protocolo de Sidney actualizado que incluyen una muestra de antro
curvatura mayor (Al), antro curvatura menor (A2), incisura angularis (I),
cuerpo curvatura mayor (Cl1l) y cuerpo curvatura menor (C2); una sexta
muestra fue tomada en los casos en que se evidencié tumor. Las muestras
fueron almacenadas y transportadas a la Unidad de Citologia y Patologia de
clinica las Vegas para su procesamiento. Las muestras de cada paciente fueron
tefiidas con H&E y Giemsa modificado- Diff Quick. Para confirmar la infeccion
por H. pylori, se tomaron dos biopsias adicionales (una del antro y otra del
cuerpo), a las cuales se les extrajo el ADN para amplificar por PCR
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convencional los genes ureA y vacA (alelos s1, s2, ml y m2) tal como se

describié previamente (18).

Lectura de las biopsias y diagndstico histopatoldgico de H. pylori.

Se evaluaron las cinco biopsias tefidas con Giemsa y se realizd lectura ciega
y aleatoria por parte de uno de dos patélogos y un residente de patologia de
tercer afio. La presencia o ausencia de la bacteria se determiné como positivo
0 negativo mediante observacién directa empleando un microscopio de luz
(Leica® DM500) y para su cuantificacion se utilizé la escala visual analogadel
protocolo de Sidney actualizado (ausente, escaso, moderado y abundante)
(15). En los casos donde se presentd discordancia para la presencia o
cuantificacion de la bacteria, se realiz6 una tercera lectura por el segundo

patologo y el residente de patologia y los resultados fueron consensuados.

Analisis de datos

Se utilizo el paquete estadistico SPSS (IBM) v.27. Para las variables cualitativas
se uso la distribucion de frecuencias absolutas y relativasde las categorias de
las variables. Para la variable cuantitativa edad se utilizé6 la media £ DS
(desviacion estandar), ya que se observé una distribucion normal segun la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. La proporcion de acuerdo entre las dos
coloraciones se definié con base en una tabla de 2 x 2 dividiendo el numero

de coincidencias tanto positivas como negativas por el total.



RESULTADOS

En el estudio se evaluaron 325 biopsias gastricas de 65 pacientes con LPN. La
edad promedio fue de 54,4 afios (DS: 16.4) y el 63% (41) eran del sexo
femenino. El 69,2% (45) de los participantes vivian en el area metropolitana

de Medellin, el 23,1% (15) en el Oriente y el 7,7% (5) en el Uraba Antioquefo.
En cuanto al diagndstico histopatoldgico de la infeccion por H. pylori, la
coloracién de Giemsa tuvo una proporcién de positividad del 98,5%, siendo

menor con H&E y la prueba molecular (PCR) (Graficol).
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Grafico 1. Distribucion de los pacientes segun los resultados de las pruebas

diagnésticas para H. pylori.

Al analizar la presencia de la bacteria por sitio de toma de la biopsia se

encontré que H. pylori fue mas frecuente en A1, A2 e I. La positividad para el
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diagnéstico de H. pylori fue mayor con la coloracién de Giemsa en todos los
sitios anatdmicos (61,5 - 72%) mientras que con H&E varié entre 41,5% y 49%
(Grafico 2). No se compard con la PCR porque este diagndstico no fue realizado

en todos los sitios anatomicos.
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Grafico 2. Distribucion de los resultados positivos de H&E y Giemsa para H.

0 (46,1%)

(46,1%)

w
o

N
o

% de pacientes positivos para H-pylori

=
o

M Positividad H&E  H Positividad Giemsa

pylori por sitio anatdmico. Al: Antro curvatura mayor; A2: Antro curvatura
menor; I:. Incisura angularis; Cl: Cuerpo curvatura mayor; C2: Cuerpo

curvatura menor.

La proporcion de acuerdo para los resultados positivos y negativos entre la
coloracion de H&E vy la coloracién de Giemsa fue mayor en las muestras de C1

con 86,1% y menor en Al con 73,8% (Grafica 3).
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Grafico 3. Proporcién de acuerdo entre H&E y Giemsa
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Proporcion de concordancia entre H&E y Giemsa

La proporcidon de muestras positivas para H. pylori evaluadas con la coloracion
de Giemsa fue mayor comparado con H&E. La diferencia fue mayor en las
muestras con escasa cantidad de Dbacterias, con wuna diferencia

estadisticamente significativa p= 0,035 (Tabla 1).
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Tabla 1. Proporcidn de positividad para H. pylori de acuerdo con la densidad

de la infeccion y coloracién utilizada en cada sitio anatémico.

Cantidad de Helicobacter pylori

l\pllcl)Jsei:'fanass Escaso n (%) Moderado n (%) Abundante n (%)

H&E Giemsa H&E Giemsa H&E Giemsa
Al 13 (8,5) 23 (10,5) 11 (7,2) 12 (5,5) 8 (5,2) 12 (5,5)
A2 8 (5,2)) 21 (9,6) 13 (8,5) 10 (4,6) 9 (5,9) 12 (5,5)
I 10 (6,5) 25 (11,4) 10 (6,5) 12 (5,5) 10 (6,5) 9 (4,1)
C1 15(9,8) 18 (8,2) 9 (5,9) 13 (5,9) 9 (5,9) 11 (5,0)
C2 14 (9,1) 19 (8,7) 8 (5,2)) 13 (5,9) 6 (3,9) 9 (4,1)
total 60 (39,1) 106 (48,4) 51 (33,3) 60 (27,4) 42 (27,4) 53 (24,2)

Al: Antro curvatura mayor; A2: Antro curvatura menor; I: Incisura angularis;
C1: Cuerpo curvatura mayor; C2: Cuerpo curvatura menor. NUmero de casos

positivos para H&E 153 y para Giemsa 219.

DISCUSION

Varios métodos invasivos y no invasivos estan disponibles para la deteccion
de H. pylori, pero si se tiene en cuenta la sensibilidad, especificidad, el costo,
la reproducibilidad y la rapidez, no existe una prueba que se considere el
estandar de oro para el diagnostico (11). En este estudio, se utilizaron dos
técnicas histolégicas (H&E y Giemsa) y una prueba molecular (PCR) para el
diagnédstico de H. pylori en pacientes con LPN (GA y MI), donde la densidad
bacteriana es baja. Segun los resultados obtenidos, la coloracion de Giemsa
tuvo mayor proporcion de positividad en cada uno de los cinco sitios
anatomicos evaluados segun el protocolo de Sidney actualizado y esta

proporcidon fue consistentemente mas elevada en el grupo de muestras con
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escasa cantidad de bacterias.

El uso de coloraciones complementarias se ha evaluado en estudios previos,
Khan H vy cols., reportaron la necesidad de tinciones adicionales como Giemsa,
PAS-AB, Warthin-Starry e inmunohistoquimica (IHQ) en pacientes que
presenten baja carga bacteriana (inflamacién leve) asociada a mucosa atroéfica
o posterior a la terapia de erradicaciéon (26). En nuestra experiencia se
selecciond la coloracion de Giemsa como complementaria, por ser una
coloracién reportada en la literatura para la deteccién de H. pylori dadas sus
caracteristicas: econdmica, sensible, facil de realizar y reproducible (9). En un
estudio de 2014, Boldt y cols., encontraron que la tincién de Giemsa presentd
mayor sensibilidad y especificidad al compararse con H&E (27). Alkhamiss AS
y cols., encontraron que la especificidad de la H&E para H. pylori es alta
(91,18%), sin embargo, su sensibilidad es baja (66,67%), en contraste con la
tinciéon de Giemsa donde la sensibilidad y la especificidad fueron altas (93,33%
y 100%, respectivamente), sugiriendo que Giemsa es una mejor opcion al

compararla con H&E (28).

En este estudio se observd que la tincién de H&E tuvo una proporcién de
positividad menor (66,2%) en comparacién con la coloracién complementaria
de Giemsa (98,5%), similar a lo registrado por Alkhamiss AS y cols. (28). Por

su parte, Mawlood y cols., reportaron hallazgos similares para Giemsa con una
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proporcidon de positividad de 93,5% y para H&E de 83,9% (16). Laine y cols.,
encontraron una sensibilidad similar entre las dos coloraciones (H&E 92% vy
Giemsa 88%) y resaltan que la especificidad de Giemsa fue significativamente
mayor que la coloracién de H&E (98% y 89%, respectivamente), por lo cual

la recomiendan para el diagndstico de H. pylori. (17).

La proporcion de muestras positivas para H. pylori con Giemsa fue
consistentemente mas elevada que la de H&E en muestras con cantidad escasa
de bacterias (p= 0,035), diagnosticando en promedio 20,3% mas casos
positivos. Lo anterior sugiere que la coloracion de H&E debe ser
complementada con una coloracion adicional como Giemsa cuando la cantidad
de bacterias es escasa. Esto fue demostrado también por Moayyedi y cols. (29)
y por Vaira D y cols., quienes determinaron que el examen histoldgico, en
particular, si se realiza solo con H&E, puede pasar por alto infecciones de baja
densidad (30), debido a que en estas circunstancias la bacteria puede ser
facilmente confundida con detritos celulares ya que la tincion con H&E no es

especifica para H. pylori.

Por el contrario, la PCR para el diagndstico molecular tuvo el rendimiento mas
bajo con 61,5% de los casos diagnhosticados como positivos, este hallazgo
puede relacionarse con el nimero de muestras limitadas para el analisis

molecular, en comparacioncon la disponibilidad del muestreo protocolizado de
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Sidney para el analisis histoldgico (15), el cual permite tener una mayor area
donde buscar la bacteria, especialmente en pacientes que tienen cambios
atroficos del antro. Sabbagh P y cols., demostraron que la precision del
diagnéstico histopatolégico de H. pylori depende del nimero y la ubicacion de
las biopsias recogidas (11). Chahuan y cols., enfatizan en la dificultad para
interpretar el resultado de la PCR ya que el estandar de oro no existe (13).
Sabbagh Py cols., resaltan que, en comparacién con otras pruebas, la PCR es
masprecisa para detectar H. pylori en pacientes con sangrado gastrico y tiene

la ventaja que permite la deteccidén de resistencia a antibioticos (11).

En este estudio fue posible realizar el diagndstico la infeccién por H. pylori en
muestras provenientes de los cinco sitios anatémicos, lo cual es congruente
con lo reportado por Lee JY y cols., quienes mencionan que en los casos de GA
y MI existe un cambio en la colonizacién habitual del antro hacia el estdbmago
proximal (cuerpo y fondo gastrico) como resultado de condiciones antrales
hostiles, incluido el aumento del pH, donde la atrofia y la metaplasia ocurren
con mayor frecuencia y reportan que el sitio de biopsia apropiado para detectar
la infeccidn por H. pylori en pacientes con estas lesiones es el cuerpo gastrico

(31).

En Colombia no existe un consenso sobre el diagndstico histolégico de la

infeccién por H. pylori. Sabbagh P y cols., refieren que por este método se
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podria hacer el diagnéstico con una sola muestra de biopsia gastrica, pero se
recomiendan biopsias multiples para aumentar la precisién diagnéstica y la
sensibilidad (11) y por lo general, se utilizan dos métodos de tincidn
diferentes: H&E para la evaluaciéon de células inflamatorias y Giemsa para la
visualizacion de la bacteria (11). Alkhamiss AS vy cols., Makristathis y cols. y
Batts KP y cols., sugirieron que los estudios complementarios a la H&E como
la coloracién del Giemsa para el diagndstico de H. pylori, se deben realizar solo
para los casos en los que existe alta sospecha de la presencia de una infeccion
por la bacteria que no se puede visualizar con H&E como los casos con gastritis

activa o con formacién de centros germinales (28,32,33).

Lee JY y cols., también refieren que la especificidad de la histologia puede
mejorarse mediante tinciones especiales como Giemsa y tinciones
inmunohistoquimicas (31), esta ultima se utiliza en otros paises en casos de
baja densidad bacteriana, GA con MI extensa y gastritis activa crdnica sin
identificacion de H. pylori por la tincién estandar. La IHQ es mas especifica;
sin embargo, es mas costosa, de mayor dificultad técnica y no esta disponibles

en todos los laboratorios (9).

En la practica diaria, segln la guia de practica clinica de la Asociacion
colombiana de gastroenterologia para el diagnéstico y tratamiento de la

infeccidén por H. pylori en adultos se recomiendan por lo menos dos métodos
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de coloracion y la IHQ se reserva para casos que presentan negatividad con
H&E y Giemsa, inflamacién activa, biopsias postratamiento de linfomas MALT
y cuando formas cocoides u otros organismos no se pueden identificar con
certeza (34). Segun Kocsmar E y cols., el uso de IHQ es razonable en casos
que son negativos con la coloracién de Giemsa y no presentan actividad
inflamatoria, en los que el papel etiolégico de H. pylori se sugiere por datos

clinicos, anamnésicos u otros (35).

Conclusion

En los paises de medianos a bajos ingresos, como Colombia, cada vez es mas
critico que los sistemas de salud encuentren alternativas de diagndstico
rentables y eficientes para diagnosticar la infeccion por H. pylori. La coloracién
de Giemsa demostré tener utilidad en el estudio histopatoldgico de H. pylori,
especialmente en muestras con baja densidad bacteriana, como en las
provenientes de los pacientes con LPN, en donde se recomienda complementar
el estudio histoldégico de H&E con una coloracion adicional como Giemsa. Lo
anterior podria contribuir a aumentar la sensibilidad del diagnostico de la
infeccidén y con ello a optimizar el tratamiento de erradicacion para la bacteria

con miras a reducir y/o revertir la progresion de su enfermedad.
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