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RESUMEN Objetivo: identificar en nifios Helicobac-
ter pylori con los métodos de Gram, Giemsa y War-
thing-Starry en biopsias gastroduodenales inicialmen-
te negativas con hematoxilina y eosina. Material y
métodos: realizamos un estudio retrospectivo, trans-
versal y comparativo de 36 biopsias gastricas recibi-
das en el Departamento de Anatomia Patologica, en
un lapso de diez meses. Todas las biopsias fueron tra-
tadas inicialmente con la tincion de rutina: hematoxi-
lina y eosina. De las 36 biopsias, 24 salieron negativas
a Helicobacter pylori. De los blogques de parafina de estas
ultimas biopsias se obtuvieron tres nuevos cortes histolo-
gicos para tefiirlos con Gram, Giemsa y Warthing-Starry
y se procedio a su interpretacion microscopica por dos
médicos patologos. Resultados: la busqueda de Helico-
bacter pylori se realizé en 24 biopsias inicialmente nega-
tivas resultando una positiva con Gram (4.16%) y negati-
va para Giemsa y Warthing-Starry y cuatro coincidieron
en positividad para Giemsa y Warthing-Starry (16.66%)
y fueron negativas para Gram en la misma biopsia. Solo
una biopsia fue positiva en las tres tinciones. El resto de
las muestras fue negativo con los tres tipos de tincion.
Conclusion: las técnicas histologicas de Giemsa y/o War-
thing-Starry pueden ser una alternativa mds especifica
para la determinacion de Helicobacter pylori en pacien-
tes con biopsias de tubo digestivo negativas al método
tradicional de hematoxilina y eosina.

Palabras clave: gastritis, Helicobacter pylori, Gram,
Giemsa y Warthing-Starry.

SUMMARY Objective: To identify Helicobacter pylori
by Gram, Giemsa and Warthing-Starry histological stai-
ning methods in biopsies of the digestive tract in chil-
dren, when Helicobacter pylori identification was ne-
gative with hematoxilin and eosin. Material and
methods: We carried out a retrospective, cross-sectio-
nal and comparative study of 36 gastric biopsies recei-
ved in the department of Anatomic-Pathology, in a pe-
riod of ten months. All the biopsies were initially stained
with routine Hematoxilin and Eosin. Of the 36 biopsies,
24 were negative to Helicobacter pylori. From paraffin
blocks of these last biopsies three new histological sec-
tions were obtained to dye them with Gram, Giemsa and
Warthing-Starry, and two medical pathologists perfor-
med the microscopic interpretation of these samples.
Results: The search for Helicobacter pylori was carried
out in 24 initially negative biopsies, one was positive
for Gram (4.16%) and negative for Giemsa and War-
thing-Starry and four were both positive for Giemsa and
Warthing-Starry (16.66%) and both were also negative
for Gram. Only one biopsy was positive for the three
methods. The remaining samples were negative for the
three stains. Conclusion: The Giemsa and/or Warthing-
Starry histologic techniques can be a more specific al-
ternative for the determination of Helicobacter pylori in
patients with negative digestive tract biopsies with the
traditional method of hematoxilin and eosin.

Key words: Gastritis, Helicobacter pylori, Gram, Gie-
msa and Warethin-Starry.
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Deteccion de H. pylori por técnicas especiales

INTRODUCCION

El Helicobacter pylori (Hp) se ha relacionado con el
desarrollo de la gastritis y tlceras pépticas en el huma-
no' y se reporta hasta en 85% del tubo digestivo en ni-
flos de América Latina.’

Esta bacteria posee en su membrana una alta activi-
dad de ureasa. La elevacion del pH crea un microam-
biente favorable para la bacteria y se puede observar
aproximadamente en 90% de los cortes histologicos de
las biopsias gastricas tefiidas con hematoxilina y eosina
(Hy E).? Ramirez y col. recomiendan que cuando el Hp
no puede identificarse con H y E, una alternativa para
corroborar la presencia o no del Hp es realizar tinciones
con los métodos de Gram (Gr), Giemsa (Gi) y Warthing-
Starry (W-S).4

Estas técnicas se realizan en cualquier laboratorio de
patologia. La técnica histologica de Gr se utiliza para su
clasificacion en Gr positivo cuando las bacterias se ti-
fien de rojo y de azul como Gr negativo.” La técnica his-
tologica de W-S se basa en la afinidad de esta bacteria
por las moléculas de su membrana con la plata, esta tin-
cion no es exclusiva para la bacteria, sino para las que
poseen esta caracteristica. El método de Gi también se
utiliza para tefiir células hematopoyéticas y en general
algunas bacterias.® Existe un pequefio porcentaje de biop-
sias del tubo digestivo en las que no son detectadas las
bacterias de Hp por esta técnica, pero el paciente conti-
nda con sintomatologia; en estos casos se hace necesa-
ria la busqueda de esta bacteria por otras técnicas histo-
logicas.

Por lo anterior, el objetivo de nuestro estudio fue de-
terminar cual de las tres técnicas de tincion histolégica
identifica con mayor frecuencia Helicobacter pylori
cuando inicialmente fueron negativas con Hy E.

MATERIAL Y METODOS

En el Departamento de Anatomia Patologica del Hospi-
tal de Especialidades No. 1 del Centro Médico Nacional
del Noroeste del Instituto Mexicano del Seguro Social
se recibieron biopsias gastroduodenales procedentes de
36 niflos con sintomatologia gastrica para la busqueda
de Hp durante un periodo de diez meses. De 36 biopsias,
24 resultaron negativas con el método de Hy E.

Se realizaron tres nuevos cortes a cada uno de los blo-
ques de parafina de las 24 biopsias negativas, obtenien-
do un total de 72 laminillas. Los cortes histoldgicos se
realizaron de tres a cinco micras con un microtomo des-
lizante, marca Leica modelo RM2145, después fueron

colocados en bafio de flotacién que contiene agua co-
rriente y gelatina bacteriologica a temperatura de 48 °C
para ser extendidos. Los cortes histologicos se adhirie-
ron a un portaobjetos, asignandoles su numero de folio
con un lapiz diamante sobre un extremo de la laminilla.

Las laminillas fueron colocadas en una canastilla y
posteriormente se introdujeron al horno a temperatura
de 70 °C para desparafinar los tejidos. Terminado este
proceso, se pasaron a dos recipientes que contenian xi-
lol permaneciendo 15 minutos en cada uno. Posterior-
mente los tejidos se hidrataron en diferentes concentra-
ciones de alcoholes (100 a 96°) de forma descendente
hasta llegar a agua corriente.

Una vez terminado este proceso se realizd cada una
de las tinciones de Gr, Gi y W-S como vienen descritas
en el manual de métodos de histologia de la Armed For-
ces of Institute of Pathology (AFIP).”

Ya realizadas las tinciones se montaron con resina sin-
tética, colocando un cubreobjeto y etiquetando las lami-
nillas para después pasarlas para su lectura con dos mé-
dicos patologos cegados al diagndstico. Para su
interpretacion se utiliz6 un microscopio éptico marca
Olympus modelo BH2. Si la técnica histologica identi-
ficaba a la bacteria, entonces se clasificaba como positi-
va para (Hp).

Se tomaron fotografias de cada una de las tinciones
positivas y se recopilaron los datos en el anexo para ha-
cer la grafica de valores de cada tincion, asi como el
grado correlacion interobservador.

RESULTADOS

Una de las 24 biopsias fue positiva para las tres tinciones.
Hubo coincidencia entre la tincién de Gi y W-S en los
cortes histologicos de cuatro de las biopsias. De las mues-
tras, 4.16% fue positiva para Gram y 16.66% de las biop-
sias coincidieron en positividad para los métodos de Gie-
msa y Warthing-Starry (Figuras 1, 2'y 3). La correlacion
interobservador fue de 100%.

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio mostraron que las téc-
nicas histolégicas de Giemsa y Warthing-Starry detecta-
ron con mayor frecuencia Helicobacter pylori en los
cortes histologicos del tracto gastrointestinal. So6lo una
muestra fue positiva para Gram. Esto concuerda con otros
estudios, como el realizado por Nichols y col., quienes
utilizaron varias técnicas histoldgicas, entre ellas Gr, Gi
y W-S® coincidiendo con nuestros resultados. También
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Positivida

Figura 2. Tincion de Giemsa muestra abundantes bacterias (flecha)
(40X).

Elio Madan y cols.® informaron resultados similares a
los nuestros con la diferencia de que nosotros estudia-
mos poblacion pediatrica. En el estudio de Madan las
técnicas histoldgicas de Gi y W-S tuvieron mayor por-
centaje de positividad, mientras que la técnica de Gram
mostrd poca capacidad de deteccion para esta bacteria.
A diferencia de lo descrito, Collazo y col. mencionaron
que la coloracién de Gram es muy util para la identifica-
cion de esta bacteria y encontraron correlacion con la
prueba de ureasa.’

Nosotros sugerimos la técnica histologica de Gi por
ser un método sencillo, practico y facilmente reproduci-
ble en cualquier laboratorio de patologia para detectar
la presencia de Hp. Por el contrario, la técnica histologi-
ca de W-S debido al tiempo para su realizacion, uso de

Figura 3. Tincion de Warthing-Starry muestra (flechas) la presen-
cia de bacterias, algunas de forma cocoide (variante morfolégica)
y otras de forma bacilar (40X).

plata y cloruro de oro en el procedimiento, es menos
practica para su aplicacion en forma rutinaria.

En conclusion, recomendamos realizar técnicas his-
tologicas de Gram, Gi y W-S para demostrar la pre-
sencia de Hp en biopsias negativas con hematoxilina
y eosina.
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