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COMPARACION ENTRE LAS BIOPSIAS GASTRICAS SIN FIJAR
24 HORAS FRENTE A LA BIOPSIA CONVENCIONAL PARA EL
DIAGNOSTICO DE Helicobacter pylori EN UN HOSPITAL DE
REFERENCIA DE PERU

César Tadeo Vela-Velasquez'a®

RESUMEN

Objetivos. Comparar biopsias gastricas fijadas inmediatamente con formol al 10% frente a biopsias fijadas tras 24 horas
en la deteccién de Helicobacter pylori (Hp) en un hospital de referencia en Peru. Materiales y métodos. Se realizd un
estudio de test diagndstico sobre las biopsias gastricas de 72 pacientes que acudieron al Servicio de Gastroenterologia
del Hospital Essalud Alberto Sabogal en el Callao. Las muestras de cada paciente fueron repartidas en dos frascos
de vidrio, una de ellas se fij6 inmediatamente con formol al 10% y a la otra se fij6 luego de 24 horas. Se procesaron
ambos grupos de muestras con la técnica convencional de inclusién en parafina y coloracién con hematoxilina-eosina.
Resultados. Se evidencié Hp en 56,9% del grupo de biopsias fijadas inmediatamente y en el 79,2% del grupo de biopsias
fijadas tras 24 horas, encontrandose diferencia estadistica (p<0,001). Conclusiones. Existe una mayor frecuencia de
diagnostico de Hp en las muestras que se fijaron luego de 24 horas; lo que podria sugerir que ello actuaria como un
cultivo biolégico para Hp que facilitaria su diagnéstico.

Palabras clave: Helicobacter pylori; Técnicas de Diagndstico del Sistema Digestivo; Biopsia, Patologia Clinica; Pert
(Fuente: DECS BIREME).

COMPARISON BETWEEN GASTRIC BIOPSIES WITHOUT FIXATION FOR
24 HOURS AND CONVENTIONAL BIOPSY FOR THE DIAGNOSIS OF
Helicobacter pylori IN A REFERENCE HOSPITAL IN PERU

ABSTRACT

Objectives. To compare gastric biopsies immediately fixed with 10% formalin with biopsies fixed after 24 hours for the
detection of Helicobacter pylori (Hp) in a reference hospital in Peru. Materials and methods. A diagnostic test study on
gastric biopsies from 72 patients attending the Gastroenterology service of hospital Essalud Alberto Sabogal in Callao
was performed. Samples from each patient were divided into two glass jars, one of which was fixed immediately with
10% formalin and the other was fixed after 24 hours. Both groups of samples were processed with the conventional
technique of paraffin embedding and staining with hematoxylin-eosin. Results. Hp was found in 56.9% of the group
of biopsies which were inmediatly fixed and in 79.2% of the group of biopsies fixed after 24 hours, showing statistical
difference (p <0.001). Conclusions. There is an increased frequency of diagnosis of Hp in the samples that were fixed
after 24 hours, which may suggest that this would act as a biological culture for Hp, which would facilitate its diagnosis.

Key words: Helicobacter pylori; Diagnostic Techniques, Digestive System; Pathology, Clinical; Peru (Source: MESH NLM).

ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

A diferencia de los primeros reportes sobre Helicobacter
pylori (Hp) " en la década de 1980, en la actualidad se
conoce mucho mas sobre esta bacteria; se le relaciona
en la génesis de Ulcera péptica, linfomas y neoplasias
gastricas como el adenocarcinoma ©@7. Ha sido
considerado por la Organizacion Mundial de la Salud
como agente carcinégeno tipo | ©.

' Médico Patélogo.

Para el diagndstico de Hp se ha utilizado métodos his-
toldgicos, cultivos microbioldgicos, seroldgicos, prueba
de la ureasa, pruebas de antigenos en heces, pruebas
moleculares de ADN y ARN ¢4 e incluso combinacio-
nes de estos métodos ('5'9). Actualmente, el diagndstico
definitivo se basa en el aislamiento del Hp en las biopsias
gastricas y en los cultivos microbioldgicos, sin embargo,
estos ultimos requieren medios especiales y ambientes
controlados, por lo que la mayoria de laboratorios no
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pueden realizarlos. En los estudios histologicos se utiliza
generalmente la coloracién de hematoxilina-eosina (HE),
pero esta coloracion tiene una menor sensibilidad para
la deteccion de Hp que la coloracion de Warthin Starry,
la cual es de mayor costo y requiere un personal técnico
especializado, por lo que en los servicios de anatomia
patoldgica se realiza esporadicamente ©-19),

Considerando ese importante factor de factibilidad ex-
puesto en el parrafo previo, se buscaria obtener métodos
con mejores propiedades diagndsticas pero que ello no
implique un incremento considerable de demanda de re-
cursos econémicos; por lo que mantener la coloracién HE
seria importante siempre y cuando se logre que la pobla-
cion de bacterias viables en la biopsia sea mas elevada
que la que se obtiene con la fijacién inmediata.

Es preciso mencionar, que llegd a nuestro servicio de
patologia una biopsia gastrica accidentalmente sin fijar -
habitualmente tiene que llegar en un medio de fijacion,
generalmente con formol al 10%, de no ser asi el proceso
de necrobiosis, dependiendo del tiempo, puede inutilizar
dicha muestra para el estudio histoldgico- en la cual, por
medio de la microscopia se observaron colonias de Hp,
hallazgo inédito, puesto que en las biopsias convenciona-
les muchas veces se encuentra abundante cantidad de la
bacteria pero jamas se llegan a formar colonias.

Por lo anterior, supondriamos que al ser extraida la mues-
tra para biopsia, la respuesta inmunoldgica se hace nula'y
el pH al no producirse el acido clorhidrico se altera, con lo
que existirian las condiciones para que si hay Hp, esta po-
blacién se haga mas numerosa, es decir, existiria un apro-
vechamiento de la presencia de nutrientes existentes en el
epitelio foveolar de las glandulas gastricas y en ausencia
de elementos que impiden su crecimiento, daria como re-
sultante el aumento de bacterias, con lo que la biopsia gas-
trica sin fijar 24 horas actuaria como un cultivo biolégico.

Con este antecedente se llevo a cabo el presente estudio
con el objetivo primario de comparar las biopsias conven-
cionales fijadas inmediatamente (BF) con formol al 10%
frente a las biopsias fijadas tras 24 horas (BSF) en la de-
teccion de Helicobacter pylori (Hp) en un hospital de refe-
rencia en Peru. Asimismo, se busco evaluar si la falta de
fijacion de 24 horas altera la nitidez y el grosor del corte
histolégico imposibilitando la correcta lectura.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DE ESTUDIO

Se desarroll6 un estudio prospectivo de corte transversal
tipo test diagnostico.

POBLACION DE ESTUDIO

Con un nivel de significancia de 5%, para un estudio
de dos colas, estimando una proporcién de éxito en el
mejor de los casos de 80%; un indice kappa esperado
de 0,5 entre los dos métodos y un nivel de 0,14 para
encontrar diferencias entre los niveles y una potencia
de 80%, se requeria el minimo de 69 pacientes.

Se incluyeron 72 pacientes atendidos en el Servicio
de Gastroenterologia del Hospital “Alberto Sabogal
Sologuren” en la ciudad de Callao, durante los meses
de junio y julio de 2007. Estos pacientes no presentaron
hallazgosmacroscépicosanormalesdurantelaendoscopia
alta y la muestra para el estudio anatomopatolégico fue
exclusivamente para el estudio por Hp. Se excluy6 a
las personas con lesiones tumorales observadas en
la endoscopia alta, con lesiones malignas precoces,
aquellos que venian para su control endoscopico
posterior al tratamiento de erradicacion de Hp, asimismo,
las muestras obtenidas en endoscopia de emergencia.

TOMA DE MUESTRA Y ASIGNACION DE LAS
EVALUACIONES ANATOMOPATOLOGICAS

Las biopsias obtenidas se repartieron en dos frascos de
vidrio, una de ellas se llenaba con formol al 10% y la otra
sin formol. Las muestras con formol fueron enviadas al
Servicio de Patologia para el procedimiento habitual. La
evaluacion fue ciega dado que los observadores (cuatro
médicos patélogos) no sabian que formaban parte de un
estudio de investigacion.

Las muestras sin fijar fueron remitidas a uno de los
patologos investigadores y se mantuvieron sin fijacion
durante 24 horas. Posteriormente se les agregd formol
al 10% para la fijacién habitual y ser procesadas con la
técnica convencional de inclusion en parafina y coloracion
con hematoxilina-eosina. Para la lectura de laminas, se
remitieron a los patdlogos sin que ellos tengan informacion
sobre la procedencia de dichas biopsias.

TECNICA DE OBSERVACION Y PRUEBA DE
CONTROL

En las laminas ya coloreadas se buscaron (con aumento
de 400Xy en casos de duda se utilizé6 aumento de 1000X
con aceite de inmersion) bacilos con morfologia de Hp.
Para su cuantificacion se procedio a ubicar el area de ma-
yor poblacion bacteriana y se clasificod del siguiente modo:

0: Ausencia de Hp
10+ 1-20 Hp en campo de 400X
20 “++": 21-100 Hp en campo de 400X

43



Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2011; 28(1): 42-6.

Vela-Velasquez C

30 “+++": >100 Hp en campo de 400X
(sin llegar a ser colonia)
4: Colonias de Hp en campo de 400X

Como prueba de control, se tomo al azar tacos de
parafina de cinco pacientes cuyos resultados fueron
negativos para Hp en las BF y positivo en las BSF.
Luego se procedio a hacer nuevos cortes que fueron
coloreados con la técnica de Warthin Starry que tiene
alta especificidad y sensibilidad ", y las diez ldminas
fueron entregadas a uno de los investigadores (quién no
sabia a cual grupo correspondia la lamina que estaba
estudiando) para el diagnéstico del Hp.

EVALUACION DE LA FIJACION

Para evaluar si la falta de fijacion por 24 horas alteré la
estructura microscopica del tejido, observamos la nitidez
y el grosor del corte histolégico en las BF y en las BSF,
por lo que las laminas histologicas fueron mezcladas al
azar y uno de los investigadores las evalué sin saber a
que grupo pertenecian con la siguiente cuantificacion:

0 1: Inadecuado para el estudio histologico
[0 2: Adecuado para el estudio histoldgico

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd el programa estadistico SPSS 15.0 para
evaluar la significancia estadistica con la Prueba T de
Wilcoxon para dos muestras relacionadas y la prueba
de Mc Nemar para muestras relacionadas. También se
empled el coeficiente de concordancia de Kappa.

ASPECTOS ETICOS

A pesar que rutinariamente se toman dos o tres
biopsias gastricas para la deteccién de Hp, se contd
con el consentimiento informado de los pacientes.
El documento, elaborado en coordinacion entre los
Servicios de Gastroenterologia y Anatomia Patoldgica,
explicaba que la biopsia para el estudio se utilizaria
Unicamente para determinar la presencia de Hp, que
una parte de la muestra se fijaba inmediatamente como
se hace de rutina y la otra parte se fijaba después de
24 horas.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES

La edad promedio de los 72 pacientes fue de 48,3 £ 15,5
anos; 51 (70,8%) fueron mujeres con una edad media

de 47,6 £ 14,9 afos, y 21 (29,2%) fueron varones con
una edad media de 50,1 £ 16,9 afios.
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Tabla 1. Distribucién de la cuantificacion de Helicobacter
pylori en la poblacion estudiada de acuerdo con la
técnica de fijacion usada.

Numero Biopsias Biopsias sin fijar
de Hp convencionales N (%) 24 horasN (%)
0 31 (43,1) 15 (20,8)
1a20 23 (31,9) 30 (41,7)
21a100 15 (20,8) 13 (18,1)
> 100 3(4,2) 9(12,5)
Colonias 0(0) 5(6,9)
NUMERO DE BIOPSIAS

El nimero de biopsias por paciente en el grupo de BF
fue: 33 con una biopsia, 37 con dos biopsias y 2 con tres
biopsias. El nUumero de biopsias por paciente en el grupo
de BSF fue: 44 con una biopsia, 26 con dos biopsias y
2 con tres biopsias. No hubo diferencia estadistica en
el numero de biopsias entre ambos grupos (p>0.05).
Todas las biopsias estudiadas fueron catalogadas como
adecuadas para el estudio anatomopatoldgico.

DETECCION DE Helicobacter pylori

Adiferencia de lo encontrado en las biopsias procesadas
en forma convencional, en el grupo sin fijar por 24 horas
se encontré practicamente en todos los casos mayor
ndmero de Hp, incluso se reportdé la formacion de
colonias en cinco de ellas (Tabla 1).

Como puede observarse en la Tabla 2, existe diferencia
estadistica en la deteccion de biopsias entre la primera
y segunda técnica. (p<0,001). Asimismo, en esta tabla
se presenta el anadlisis del coeficiente kappa, donde se
observa una fuerza de concordancia moderada.

En la Figura 1 observamos una muestra BF positiva para
Hp en cuyo equivalente BSF se distinguieron colonias
de Hp. De 16 muestras BF negativas para Hp y positivas
para BSF, se tomaron al azar cinco para teiirlas con la
técnica de Warthin Starry, encontrandose positividad en
tres del grupo de BF y en los cinco del grupo con BSF.

La Figura 2 se muestra Hp la comparacion entre una
biopsia BSF coloreada con hematoxilina-eosina y la
tincion de de Warthin Starry.

Tabla 2. Deteccion de Helicobacter pylori en la poblacién
en estudio mediante fijacion con formol al 10% de
manera inmediata y luego de 24 horas.

Biopsias Biopsias sin
Convencionales fijar 24 horas Kappa p
N (%) N (%)
PRESENTE 41(56,9) 57(79,2)
AUSENTE 31 (43,1) 15 (20,8) 0,516 <0,001
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Figura 1. A Biopsia convencional mostrando Hp en el epitelio glandular.1000X. B Biopsia sin fijaciéon de 24 horas mostrando una
colonia (col) de Hp. Coloraciéon de Hematoxilina-Eosina. 400X.

DISCUSION

La proporcion de casos detectados de Hp en el grupo de
BF (56,9% positivos) tiene similitud con investigaciones
nacionales como el estudio de Ramirez et al. ® quienes
en un grupo de 1406 pacientes con caracteristicas clinicas
similares a nuestra poblacion de estudio, encontraron
57,3% de positividad; ademas, es similar con los
resultados de Rivera et al. '® en México, donde estudiaron
151 pacientes y el 57,24% tuvieron cultivo positivo para
Hp. Sin embargo, en la presente investigacion al utilizar
la BSF la deteccion fue superior (79,2%).

La validez del método descrito, se refuerza por los
resultados obtenidos en las muestras de los pacientes
negativos en BF y positivos en sus respectivas BSF,
donde la coloracion de Warthin-Starry fue positiva
en mas de la mitad (60%) de las biopsias del grupo
BF y en la totalidad del grupo BSF correspondiente.
Por lo que estos hallazgos podrian sugerir, aunque
de manera indirecta, que habria un subdiagndéstico al
usar solamente el BF; por lo que en un caso hipotético
podriamos suponer que habria un incremento de

pacientes diagnosticados correspondiente al 60% de
los pacientes negativos con BF al usarse la técnica
Warthin-Starry, es decir, ligeramente superior al 70%; no
obstante, ello es inferior al 79,2% logrado con la BSF.

Enese sentido, Velapatifio et al. ?” realizaronla validacion
del entero test para el diagnostico de la infeccion por Hp
en 44 pacientes peruanos, considerando como prueba
patron la positividad de 35 pacientes (79,5%) medido
por biopsia y cultivo de Hp (sumando las positividades
parciales), lo que es muy similar a nuestra deteccién con
las BSF (79,2%).

Lo expuesto en los parrafos previos, implicaria que la
unica diferencia probable seria el procesamiento de las
biopsias de los dos grupos, la cual tuvo implicaciones
sobre la alteracion la presencia de Hp en el epitelio
glandular gastrico favoreciendo su crecimiento, por lo
que daria la suposicién, que la biopsia sin fijar actuaria
como un medio de cultivo bioldgico para esta bacteria.
No se han encontrado antecedentes en la literatura
cientifica, constituyendo el primer reporte de este
método de ayuda diagnostica a nivel mundial.

Figura 2. A. Positividad para Hp con la coloracion de Warthin Starry. B. Positividad para Hp con hematoxilina-eosina (400X).
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Es preciso mencionar que el estudio presenta algunas
limitaciones: podria existir una variacion entre los ob-
servadores que no ha sido medida. Asimismo, el tama-
Ao muestral no fue calculado para evaluar la técnica de
Warthin-Starry. Por otro lado, el método que describimos
como cultivo biolégico, todavia no se puede aplicar para la
obtencion del antibiograma, aspecto que tendria alta im-
portancia en las decisiones clinicas que pueda tomarse.

Finalmente consideramos que la biopsia sin fijacion inme-
diata requiere investigaciones y evaluaciones posteriores
con tamanos de muestra mayores que permitan detectar
minimas diferencias. Si las investigaciones posteriores
confirman los hallazgos remitidos en el presente articulo;
esta técnica podria convertirse en examen auxiliar de re-
ferencia para el diagnostico de Hp.
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