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RESUMEN

El presente Proyecto de Investigacion se realizd con el objetivo de comparar los
resultados obtenidos con el método de coloracion Giemsa y Warthin Starry en la
identificacion de Helicobacter pylori en muestras de biopsias gastricas en el Hospital
IESS Ambato, considerando que su identificacion temprana puede prevenir el
desarrollo de complicaciones a nivel gastrointestinal que pueden llegar a ser
irreversibles. Se realiz6 un estudio retrospectivo, descriptivo con una modalidad
transversal y de campo, con 50 muestras de biopsias gastricas de pacientes menores a
65 afios que acudieron al area de gastroenterologia para la realizacién de endoscopias
altas en el periodo Enero-Junio del 2016, teniendo como resultados que del total de la
muestra el 36% resultaron positivas a la identificaciébn de Helicobacter pylori,
mientras que el 64% resultaron negativas aplicando el método de coloracion Giemsa,
mientras que con el método de coloracién Warthin Starry, el 60% resultaron positivas
y el 40% resultaron negativas a la identificacion del microorganismo. Donde de las

30 pruebas confirmadas con Helicobacter pylori, el 60% fueron identificadas por el
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meétodo de coloracion Giemsa, mientras que el 100% se identificaron con el método
de coloracion Warthin Starry, estableciendo a este ultimo como el mas confiable y
como el método de coloracion de rutina para la identificacion de este microorganismo
que se encuentra relacionado con lesiones de la mucosa gastrica con riesgo de

desarrollar lesiones y condiciones pre malignas.

PALABRAS CLAVES: HELICOBACTER_PYLORI, BIOPSIA GASTRICA,
ESTOMAGO, COLORACION_GIEMSA, COLORACION_WARTHIN_STARRY.
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SUMMARY

The present research project was carried out with the objective of comparing the
results obtained with the Giemsa and Warthin Starry staining method in the
identification of Helicobacter pylori in gastric biopsy samples at IESS Ambato
Hospital, considering that their early identification may prevent the development of
gastrointestinal complications that may become irreversible. A retrospective,
descriptive study with a cross-sectional and field study was carried out, with 50
gastric biopsy samples from patients younger than 65 years old who went to the
gastroenterology area to perform high endoscopies in the period of January-June
2016, that of the total of the sample, the 36% were positive to the identification of
Helicobacter pylori, while 64% were negative using the method of Giemsa staining
method, whereas with Warthin Starry staining method, the 60% were positive and the
40% were negative to the identification of the microorganism. Where of the 30 tests
confirmed with Helicobacter pylori, 60% were identified by the Giemsa staining
method, while 100% were identified with the Warthin Starry staining method,

establishing the last as the most reliable and as the routine staining method for the
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identification of this microorganism that is related with lesions of the gastric mucosa

with risk of developing lesions and pre-malignant conditions.

KEYWORDS: HELICOBACTER_PYLORI, GASTRIC_BIOPSY, STOMACH,
GIEMSA _STAINING, WARTHIN_STARRY_STAINING.
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INTRODUCCION

El Helicobacter pylori es una bacteria patdgena gram negativa de forma espiral y
mavil. Su estudio inicié desde 1983 por Warren y Marshall en muestras de biopsias
de antro en agar chocolate e incubado a condiciones microaerofilicas. Es importante
reconocer que la presencia de Helicobacter pylori en el tracto gastrointestinal se
encuentra relacionado con diferentes patologias gastrointestinales. Es el principal

causante de dafio gastrico y duodenal progresivo. (1)

Los métodos utilizados para la deteccion de Helicobacter pylori son invasivos y no
invasivos. Dentro de los invasivos se encuentra el estudio Histopatoldgico en
muestras de biopsias gastricas, existen numerosas coloraciones propuestas para el
estudio de este microorganismo: Giemsa, Hematoxilina-Eosina, Alcian Blue, PAS y
Warthin Starry. (6)

El Método de coloracién Giemsa permite diferenciar zonas con un alto contenido de
ADN, especificamente uniones de Adenina-Timina, por tal motivo se puede
distinguir perfectamente con el microscopio 6ptico el nacleo celular, los cromosomas

durante la mitosis, y en algunos casos, el ADN mitocondrial. (6)(9)

Warthin Starry es un método de coloracion basado en nitrato de plata y utilizado para
la identificacion de Espiroquetas y microsporidias. Se puede observar al Helicobacter
pylori como un bacilo curvo de color negro con un fondo amarillo que corresponde a

las células del epitelio gastrico. (9)

La Organizacion Mundial de la Salud report6 que alrededor del 50% de la poblacion
mundial presenta una infeccion ocasionada por esta bacteria que se encuentra
relacionada con diferentes patologias gastrointestinales como gastritis crénica,

enfermedad &cido péptica, el cancer gastrico y el linfoma géstrico tipo MALT.

En Ecuador, de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) la

prevalencia de una infeccion ocasionada por esta bacteria es de mas del 50% de la


https://es.wikipedia.org/wiki/ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
https://es.wikipedia.org/wiki/Timina
https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma
https://es.wikipedia.org/wiki/Mitosis
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN_mitocondrial

poblacion, Dentro de la provincia de Tungurahua no se han reportado estadisticas
totales de los casos de infeccion por Helicobacter pylori, sin embargo de acuerdo con
la Sociedad Oncoldgica de Lucha contra el Cancer (SOLCA) Tungurahua, se

encuentra en segundo lugar en cuanto al cancer gastrico. (5)

La finalidad de este Proyecto de Investigacion fue facilitar la visualizacion e
identificacion del microorganismo al médico patdlogo, para disminuir el tiempo
promedio de espera de los pacientes con respecto a la entrega de sus resultados,
teniendo en cuenta que la identificacion de Helicobacter pylori es la base

fundamental para la busqueda de alternativas terapéuticas para lograr su erradicacion.



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 TEMA:

“ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL METODO DE COLORACION

GIEMSA Y WARTHIN STARRY PARA LA IDENTIFICACION DE
HELICOBACTER PYLORI EN MUESTRAS DE BIOPSIAS GASTRICAS”.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

1.2.1 CONTEXTUALIZACION

1.2.1.1 MACRO

Estudios realizados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), para determinar
la incidencia de las infecciones por Helicobacter pylori, muestran que mas del 70%-
80% de la poblacion latinoamericana presenta infecciones por esta bacteria, principal
causante de dafio gastrico y duodenal progresivo. ElI Helicobacter pylori es una
bacteria patdgena relacionada de forma directa con el desarrollo de la enfermedad
gastroduodenal como gastritis crénica, enfermedad de Ulcera péptida y el cancer

gastrico, que constituye la segunda causa de muerte por cancer. (1) (2)

Se adquiere mayoritariamente en la infancia y se presenta con menor frecuencia en
paises desarrollados (20% - 40%) y con mayor frecuencia en paises que se encuentran
en desarrollo (hasta 90%). Existen varios métodos diagnosticos para determinar la

presencia de Helicobacter pylori, los invasivos o directos y no invasivos o indirectos.



Dentro de los invasivos se encuentra el estudio Histopatolégico en muestras de

biopsias gastricas, considerado en la actualidad como el estandar de oro. (3)

Los métodos de referencia para su diagnostico son el cultivo y la tincion
histopatoldgica; existen numerosas coloraciones propuestas para el estudio de este
microorganismo: Hematoxilina-Eosina, Giemsa, Gallyas, Alcian Blue, PAS, Naranja
de acridina, Alcian-Yellow y Warthin Starry. Estudios realizados en diferentes paises
de Latinoamérica dieron como resultado, que el método de coloracion mas utilizado

es Giemsa y Hematoxilina-Eosina. (3) (4)

Rodriguez, Boris en Cuba demostré la necesidad de implementar un método
complementario para realizar el diagnostico morfoldgico de Helicobacter pylori
mediante biopsia gastrica. Las técnicas utilizadas fueron hematoxilina- eosina

papanicolaou, gram, safranina, giemsa y warthin starry. (5)

Para evaluar los resultados de las diferentes técnicas de coloracion se tuvo en cuenta:
nitidez, contraste, monotonia, costo, tiempo y posibilidad de realizar el diagnostico de
malignidad en la misma lamina. Todas las técnicas de coloracion utilizadas
permitieron visualizar a la bacteria, sin embargo warthin starry fue la técnica de
eleccion porque proporciond mayor contraste, resaltd la morfologia de Helicobacter

pylori, a pesar de la cantidad de moco que se presente. (5) (6)

Investigaciones realizadas en México y Colombia para la identificacion de esta
bacteria concluyen que el método de coloracion Giemsa es el mas Util por su rapidez
y bajo costo, sin embargo estudios comparativos realizados en Costa Rica demuestran
que la tincién Warthin Starry es mas especifica y sensible, a pesar del tiempo y

personal técnico especializado requerido. (7) (8) (9)
1.2.1.2 MESO

En Ecuador la infeccion por Helicobacter pylori constituye un problema de salud

importante ya que puede estar relacionada con carcinogénesis gastrica, de acuerdo



con el INEC (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2010) su prevalencia es de
mas del 50% de la poblacion. En el Hospital Metropolitano de Quito se atienden

anualmente 400 casos de pacientes ejecutivos con esta infeccion. (10)

Una investigacion realizada para conocer la prevalencia de infeccion por
Helicobacter pylori y su asociacion con patologias gastricas ha demostrado desde
hace varios afos la relacion directa de la infeccion con la presencia de gastritis, tanto
desde el punto de vista clinico como histopatoldgico. Este estudio confirmé
investigaciones previas, debido a que el Helicobacter pylori se relaciona directamente
con la presencia de gastritis, especialmente la de tipo crdnica inactiva o leve, es decir

que en su mayoria habita en la mucosa gastrica de manera latente. (11)

En un reporte de la Sociedad Oncoldgica de Lucha contra el Cancer (SOLCA) Quito,
indico que la frecuencia de pacientes con cancer gastrico es del 38% - 48%. En el
2011, Guzméan Nelly realizo un estudio en la ciudad de Cuenca, en el que determind
que la prevalencia de la infeccion por esta bacteria es del 75% de la poblacién, en el
qgue ademas se analiz6 las variables socio-econdmicas, las condiciones de salud y

formas de trasmision. (12)

En el 2011, la Unidad de Gastroenterologia del Hospital de Especialidades Eugenio
Espejo implementd un plan piloto para conocer la eficacia en la identificacion de esta
bacteria, debido al porcentaje de pacientes que lo presentaba, tomando en cuenta la
densidad de los bacilos colonizando la mucosa gastrica, la experiencia del

observador, el tamafio y nimero de biopsias y la calidad de la tincion. (13)

1.2.1.3MICRO

Dentro de la Provincia de Tungurahua no cuenta con estadisticas totales sobre los
casos de infeccidn por Helicobacter pylori, sin embargo se encuentra en el segundo
lugar en cuanto al cancer gastrico. Las instituciones como el Hospital Provincial
Ambato, el Hospital del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) Ambato y

la Sociedad Oncolégica de Lucha contra el Cancer (SOLCA) Tungurahua muestran



que los métodos de identificacion histopatoldgica son costosos, sin embargo dentro
de su requisicion la coloracion Giemsa y Hematoxilina-Eosina son las mas utilizadas,
ya que con Giemsa se puede ver directamente al microorganismo y con HE el grado
de lesion de la mucosa gastrica. En estas instituciones no existen estudios
comparativos de las tinciones para identificar Helicobacter pylori, por lo que no

cuentan con un método opcional de identificacion. (14)

Una investigacion realizada en el Hospital IESS Ambato establecié que las tinciones
giemsa y hematoxilina-eosina tienen una sensibilidad de 78% y 70% respectivamente,
estableciendo la presencia de Helicobacter pylori en los pacientes provoca lesiones a
nivel de la mucosa gastrica con riesgo aumentado de presentar lesiones y condiciones

pre malignas y malignas del estbmago. (15)

En el Hospital IEES Ambato existe una prevalencia del 60% - 70% anual de
pacientes con una infeccion por Helicobacter pylori, su estudio Histopatoldgico se
realiza en base al método de coloraciébn Giemsa y Hematoxilina-Eosina. Los
hallazgos de esta investigacion potencialmente proporcionaron a esta institucion de
un método alternativo de identificacion de esta bacteria, ya que el fin es encontrar
pruebas diagndsticas confiables para el posterior tratamiento o erradicacion de esta

bacteria e impedir su predisposicion para el desarrollo de otras enfermedades.

1.2.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢La aplicacion de los métodos de coloracion Giemsa y Warthin Starry permiten
identificar Helicobacter pylori en biopsias de muestras gastricas del Hospital IESS

Ambato?

e Variable Independiente: Método de coloracion Giemsa y Warthin Starry

e Variable Dependiente: Identificacion de Helicobacter pylori



1.3 JUSTIFICACION

La infeccion por Helicobacter pylori es un problema de salud importante. Estudios
realizados por la OMS indican que mas del 50% de la poblacién mundial presenta
una infeccidn por este microorganismo. En Ecuador la infeccion por Helicobacter
pylori es un problema de salud importante, ya que de acuerdo con el INEC su
prevalencia es de mas del 50% de la poblacién. Dentro de la Provincia de Tungurahua
no existen estadisticas totales sobre los casos de infeccién por Helicobacter pylori,
sin embargo se encuentra en el segundo lugar en cuanto al cancer gastrico de acuerdo
a SOLCA Tungurahua.

Su identificacién temprana previene este tipo de complicaciones que pueden llegar a
ser irreversibles. La tincion Giemsa es Util para visualizar al microorganismo,
presenta una buena sensibilidad pero carece de especificidad, razén por la que se
remarca la necesidad de utilizar otras tinciones complementarias. La tincion Warthin
Starry constituye un método alternativo, ya que se puede observar de forma directa al
bacilo, de color negro con un fondo amarillo, ademas de presentar una buena

sensibilidad y especificidad.

En consideracion con lo anteriormente expuesto, se realizd esta investigacion para
comparar de manera cientifica dos meétodos de coloracion Giemsa y Warthin Starry
para la identificacion de Helicobacter pylori, siendo este proyecto de investigacion el
primero en evidenciar la prevalencia de este microorganismo en el estudio de

muestras de biopsias gastricas.

14 OBJETIVOS
1.4.1 OBJETIVO GENERAL
Comparar los resultados obtenidos entre el método de coloracion Giemsa y Warthin

Starry en la identificacion de Helicobacter pylori en muestras de biopsias gastricas en

el Hospital del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) Ambato.



1.4.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la prevalencia de infeccién por Helicobacter pylori en muestras de
biopsias gastricas en el Hospital del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social
(IESS) Ambato.

Evaluar los procedimientos y resultados en la aplicacion de las técnicas de los
métodos de coloracion Giemsa y Warthin Starry.

Proponer un metodo de coloracion de rutina y complementario para la
identificacion de Helicobacter pylori en muestras de biopsias gastricas.
Determinar los indicadores de desempefio de los métodos de coloracion

Giemsa y Warthin Starry en muestras de biopsias gastricas.
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El Helicobacter pylori es el agente etiolgico de ciertas patologias, que pueden causar
infecciones persistentes en el tracto gastrointestinal. Se han realizado varias
investigaciones en relacion a su diagndstico histopatoldgico en las que se han

empleado métodos de coloraciones diferentes. (16)

Gisbert Javier, (2014), describe que esta bacteria es la principal causante de la
enfermedad ulcerosa gastroduodenal, ademas de ser un cofactor importante en el
desarrollo de adenocarcinoma y linfoma gastrico, por lo que su identificacion es
necesaria para su posterior tratamiento, clasificando los métodos de deteccion en

directos e indirectos.(17)

Marin Rita y col., (2010), sefialan que los métodos utilizados para la deteccion de H.
pylori se basan en la identificacibn de los microorganismos con apropiada
morfologia, localizacion y caracteristicas de las tinciones en muestras de mucosa
gastrica. Las biopsias gastricas tefiidas con hematoxilina-eosina y gram, la bacteria se

observa muy borrosa y puede ser enmascarada por la presencia de moco superficial.

©)

La tincion Giménez es un método que utiliza fucsina carbdlica con verde de
malaquita como tincion de contraste, las bacterias se tifieron de color fucsia contra un
fondo azul verdoso. Por el otro lado, con la tincion Warthin Starry se observan

bacilos curvos de color negro contra un fondo amarillo. Los microorganismos



parecen mas largos que con las otras tinciones y pueden ser vistos a baja
magnificacion, ademas de presentar una sensibilidad de 97% y una especificidad de
85%. (9) (18)

Los resultados de la investigacion realizada por Giugni Cristina y col., (2010),
demuestran que las tinciones Hematoxilina-Eosina, Alcian Blue, Gram, PAS y
Brown-Hopps presentan una buena sensibilidad, sin embargo se observa a la bacteria
coloreada débilmente, mientras que con la tincion Warthin Starry la bacteria se
observa de una forma clara y bien definida, debido a que la plata, componente
principal de la tincidn, precipita sobre la membrana de la bacteria, dandola una

apariencia mas gruesa y mas facil de identificar. (6)

El informe expuesto de la investigacion de Minafio Cesar, (2014), indica que la
tincion Warthin Starry basada en nitrato de plata, es el patron de oro para evidenciar
el bacilo Helicobacter pylori, sin embargo también se puede visualizar al
microorganismo con las otras tinciones habituales como Giemsa y Hematoxilina-
Eosina, las cuales son menos sensibles. La sensibilidad y la especificidad que
presenta la tincion Warthin Starry son del 98% independientemente del método de

fijacion de muestras de biopsias gastricas utilizado. (4) (6)

De acuerdo con Martinez Ludmila y col., (2015), la visualizacion del microorganismo
en biopsias gastricas es un método sencillo de realizar para diagnosticar una infeccion
por Helicobacter pylori, ademas de proporcionar la ventaja de observar directamente

si existen 0 no cambios en la mucosa gastrica, comprando varias tinciones. (19) (20)

La coloracién Hematoxilina-Eosina es facil de realizar ahorrando costos y reactivo,
sin embargo la principal desventaja es que debe existir una densidad de colonias
considerable del microorganismo para poder observarlo y no confundirlo entre las
células y la mucosa gastrica. La coloracion Giemsa es util para la identificacion del
microorganismo presentd una alta sensibilidad en la investigacion pero carecio de
especificidad. La utilizacion de la tincion Warthin Starry fue complicada debido a la

experiencia y tiempo que requiere su aplicacion, sin embargo es un método de
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coloracion muy util para la observacion de espiroqueta por su alta sensibilidad y
especificidad que presento. (20) (21)

Los resultados del estudio histopatolégico y el cultivo del microorganismo realizado
a 50 muestras de biopsias gastricas de Vizcaino A., (2014), demostraron la relacion
directa que existe entre estos dos métodos para identificar al microorganismo, 43
muestras dieron positivo a la presencia de Helicobacter pylori y 7 muestras fueron
negativo a la presencia del microorganismo, relacionandose con los valores
predictivos. EI método de coloracion utilizado en el estudio histopatologico fue
Warthin Starry, que permitié observar con claridad al Helicobacter pylori, tifiéndole
de color negro, lo que facilita su identificacion. En cuanto al cultivo del
microorganismo presentd una sensibilidad y especificidad de 100%, que puede

realizarse en medios no selectivos enriquecidos (Agar nutritivo). (22) (23)

2.2 FUNDAMENTO TEORICO

2.2.1 DESCRIPCION DE Helicobacter pylori

La infeccion por Helicobacter pylori esta distribuida a nivel mundial. Segun la OMS
presenta una prevalencia de 40% en paises desarrollados y 90% en paises en
subdesarrollo. Esta asociada a enfermedades gastroduodenales como gastritis, Ulcera
gastrica, cancer gastrico y linfoma tipo MALT. (24)

Fue descrita por primera vez en 1892 por el patologo italiano Guilio Bizzozero, que
demostr6 la presencia de espiroquetas en estomagos humanos y de animales, este
acontecimiento fue el inicio de innumerables investigaciones, hasta que en 1982
Robin Warren y Barry Marshall visualizan y reportan el aislamiento de la bacteria a
partir de muestras de biopsias de antro pilorico, en pacientes con Ulcera y gastritis,

utilizando las condiciones de cultivo para Campylobacter. En 1983 se incluye la
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bacteria en el género Campylobacter como Campylobacter pyloridis, y en 1989 se
separa definitivamente en un nuevo género y especie llamado Helicobacter pylori.
(25)

2.2.1.1 Etiologia y Estructura

Es un bacilo gram negativo, microaeréfilo de forma espiral, movil con 4 a 6 flagelos
polares envainados, que protegen al microorganismo del &cido gastrico, no forma
esporas Yy su resistencia es en forma cocoide. Presenta una longitud de 2.5a 4 umy
0.5 a 1.0 um de ancho. Se encuentra colonizando la mucosa gastrica con un pH acido,
un recambio celular elevado y un movimiento peristaltico con una baja tension de
oxigeno. El estudio mediante pruebas enzimaticas lo ha definido como un productor
de ureasa, catalasa y oxidasa. La motilidad es un factor importante para la

colonizacion de la mucosa gastrica. (26)

Investigaciones acerca de la superficie externa del microorganismo, han demostrado
que presenta una estructura de glicocalix de 40 nm y un pili de 2 nm, que permite la
adherencia a las microvellosidades del epitelio gastrico. Su material genético esta
formado por una doble cadena de ADN. Los principales genes que presentan son: gen
vacA y el gen cagA que codifican la sintesis de citosina y de la proteina asociada a la
citosina, que son las encargadas de producir citotoxicidad en las células de la mucosa
géstrica, lo que favorece al desarrollo de gastritis y Ulcera gastrica. (27)

El diagndstico de este microorganismo se realiza en muestras de biopsias gastricas
mediante la aplicacion de diferentes tinciones, cultivo, prueba de ureasa rapida y
técnicas de biologia molecular como PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).
(14) (23)

2.2.1.2 Modo de Transmision

Su via de trasmision mas frecuente es oro-fecal, en ocasiones por consumir agua de

fuentes o alimentos contaminados con la bacteria, su capacidad de transmision se
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debe a la capacidad de supervivencia temporal que presenta la bacteria en el medio
ambiente. Su reservorio natural es en el estbmago de la persona infectada, que por
afios puede permanecer asintomatica. Se relaciona con los niveles socioeconémicos
bajos y deficientes condiciones de higiene, especialmente en paises en desarrollo.
(28)

2.2.1.3 Fisiopatologia

Helicobacter pylori coloniza la mucosa gastrica y habita en el tejido epitelial del
antro gastrico. Anteriormente el estomago era considerado como un lugar libre de
microorganismos, debido a la concentracién &cida que este presenta, sin embargo esta
idea cambid después del descubrimiento que realiz6 Warren y Marshall en la que se
aislé al microorganismo por primera vez. El Helicobacter pylori causa una progresiva
inflamacion de la mucosa gastrica caracterizada por la infiltracion del epitelio
gastrico por neutrofilos, linfocitos, macréfagos y células plasmaticas, produciendo un

dafio tisular permanente de diversa magnitud. (24) (29)

La permanencia del microorganismo en la mucosa gastrica se debe a ciertos
mecanismos procedentes de los genes vacA, cagA, babA y sabA que codifican
proteinas como: adhesina que evita que la bacteria sea arrastrada por los movimientos
peristalticos, el recambio epitelial y la actividad ciliar; y enzimas como: ureasa que
transforma urea en amonio generando un microclima alcalino que protege a la
bacteria de la acidez gastrica, ademas de lipasa y proteasa que producen la

desintegracion de la mucosa gastrica y evita la secrecion de moco. (30)

La bacteria actia como un agente patdgeno cuando dafia o desarrolla procesos de
inflamacién en el epitelio gastrico. La produccion de &cido gastrico se ve alterada por
el desequilibrio de la gastrina y somatostatina. En la primera etapa el dafio estimula a
los Polimorfosnucleares que desencadenan una reaccion inflamatoria. Los procesos
inflamatorios favorecen la infiltracion de epitelio estomacal ocasionando la liberacion
de citosinas y cambio en el DNA de las células de la mucosa generando dafios en la

mucosa gastrica que pueden llegar a ser irreversibles. (31)
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La infeccidn por Helicobacter pylori se adquiere en edades tempranas, desarrolla una
respuesta inmunoldgica, la cual lleva a inflamacion y erosion de la mucosa gastrica,
lo que conduce a la formacion de Ulcera, gastritis cronica, y eventual cancer gastrico.
(32)

2.2.2 PATOLOGIAS RELACIONADAS CON Helicobacter pylori

2.2.2.1 Gastritis

Es una enfermedad inflamatoria aguda o crénica de la mucosa géastrica, que puede
generar desde atrofia leve de la mucosa hasta el desarrollo de adenocarcinomas (32).
Es multifactorial, es decir etiologicamente puede generarse por diversos factores
como el consumo recurrente de alcohol, tabaquismo y radiaciones, sin embargo el
Helicobacter pylori es el principal gente exdgeno asociado con esta patologia.
Existen varias formas de clasificar la Gastritis basadas en ciertos criterios como:
manifestaciones clinicas, factores etiologicos, endoscépicos y patolégicos. Entre las
clasificaciones actuales se encuentra: clasificacion Anatomopatoldgica, basada en la
etiologia, presentacion y prevalencia; y clasificacion actualizada de Sydney, basada
en hallazgos histopatologicos y topograficos de acuerdo al grado de dafio gastrico
(33).

La infeccion generalmente se adquiere en la infancia y persiste como gastritis crénica
cuando la bacteria no ha sido erradicada. En sus manifestaciones clinicas se
caracteriza por presentar nauseas, vomito, inapetencia, ardor y dolor a nivel de

epigastrio, sin embargo existen pacientes asintomaticos. (2)

El microorganismo se encuentra adherido al moco gastrico, junto al epitelio
superficial originando una respuesta inflamatoria con células polimorfonucleares y
mononucleares. La respuesta inflamatoria generada por esta bacteria favorece a la
liberacion de citoxinas, enzimas y radicales libres que ocasiona alteraciones en el
DNA de las células de la mucosa, provocando apoptosis celular que genera dafios a

nivel de la mucosa gastrica, que dependen de la permanencia del Helicobacter pylori,
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que de no ser debidamente erradicado, la respuesta inflamatoria aguda llega a ser
severa, lesionando el epitelio hasta desencadenar un proceso cronico, que puede
conllevar al desarrollo de patologias relacionadas como atrofia glandular, metaplasia

intestinal, displasia y finalmente adenocarcinoma. (34)
2.2.2.2 Ulcera Péptica

Es un término que se utiliza para referirse a un grupo de lesiones ulcerativas del tracto
gastroduodenal superior, que puede ser en el estbmago o en la porcién superior del
duodeno. Consiste en la pérdida continua del epitelio. Se define como una lesion que
penetra la capa mucosa y en ciertas ocasiones hasta la capa muscular, formando una

cavidad con inflamacion, siendo la principal causa del sangrado digestivo alto (35).

Esta patologia esta asociada a diversos factores, pero la principal relacién que guarda
es con la infeccion por el bacilo Helicobacter pylori y por el uso desmedido de
Antiinflamatorios No Esteroides (AINES). El tipo de dlcera depende de su
localizacion. Se denomina Ulcera géstrica cuando se ubica en el estmago y Ulcera
duodenal cuando se ubica en la primera porcion de intestino delgado. Actualmente no
se presentan muchas diferencias entre los tipos de Ulceras. La secrecién de acido de
los pacientes que padecen esta enfermedad es variable, existe pérdida de las
relaciones de equilibrio entre los mecanismos fisiol6gicos que controlan la funcion de

la mucosa gastrica y su reparacion. (36)

Las manifestaciones clinicas con las que se presenta son: molestias o dolor en el
epigastrio, hemorragias, vomitos, vinagrera, nauseas. Independientemente de los
sintomas que se pueden presentar, un paciente con Ulcera gastrica tiene la posibilidad
de que se complique como una hemorragia digestiva que es producida cuando la
Ulcera es profunda y erosiona un vaso sanguineo que provoca pérdida de sangre hacia
el tubo digestivo, perforacion que ocurre cuando la lesion es bien profunda que rompe
la pared intestinal y la estenosis que es una cicatriz que se produce en ulceras antiguas
y que puede provocar una estrechez del intestino que dificulta el paso del alimento.
(37)
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2.2.2.3 Cancer Gastrico

El cancer de estdbmago o cancer gastrico se origina por el crecimiento celular
descontrolado, en los tejidos que revisten el estdmago. A nivel mundial es
considerado el segundo cdncer mas comun con 934000 nuevos casos por afio segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). (34)

En su etiopatogenia se ha relacionado con varios factores biologicos, demograficos y
hereditarios, sin embargo durante afios se atribuido un papel relevante al consumo de
sal y otros factores dietéticos. Actualmente se sabe que la gastritis causada por
Helicobacter pylori puede progresar en unos casos hacia la atrofia, con destruccién
del epitelio glandular y sustitucion por fibrosis, seguida de una metaplasia intestinal,

displasia y finalmente carcinoma. (38)

El cancer de estomago se puede propagar de diferentes maneras. Este puede crecer a
través de la pared del estomago e invadir los érganos mas cercanos, ademas se puede
propagar a los vasos linfaticos y llegar al torrente sanguineo para diseminarse a todo
el organismo. Los sintomas son inespecificos, razén por la cual el cancer de estbmago
habitualmente no se detecta en su fase temprana, sin embargo se suele presentar con
nauseas, vomito, diarrea, disfagia, sangrado gastrointestinal, dolor a nivel abdominal

y pérdida de peso que puede 0 no estar asociado a dispepsia. (39) (40)

Existen diferentes tipos histologicos de cancer gastrico como: Adenocarcinoma que
se origina en las células de la capa mas interna del estdmago llamada mucosa y el
Linfoma gastrico tipo MALT o Linfoma de tejido linfoide asociado a Mucosa que es
una neoplasia que generalmente se encuentra constituido por células linfociticas de

tipo B, que infiltran las glandulas géstricas y forman lesiones linfoepiteliales (41).
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2.2.3 DIAGNOSTICO

Los primeros informes emitidos por Warren y Marshall de la identificacion de
Helicobacter pylori en 1983, se realizd en base al analisis de biopsias gastricas, pero
ademas se han desarrollado varios métodos Utiles para su identificacion, los cuales se

han clasificado en directos o invasores e indirectos o no invasores. (42)
2.2.3.1 Métodos Indirectos o No invasores

Se basan en la utilizacidn de reacciones que produce la bacteria y no en el analisis de

muestras de biopsias gastricas obtenidas por medio de endoscopia. (16)
» Prueba del aliento o urea en aire espirado

Esta prueba esta basada en la actividad de la ureasa que presenta el Helicobacter
pylori. Inicia con la ingestion en ayunas de una capsula o un liquido que contiene
pequefias cantidades de urea marcada con carbono, que es metabolizada por la
enzima ureasa que contiene la bacteria, desprendiéndose el carbono marcado

junto el CO2 de la respiracion, el cual es medido.
» Pruebas seroldgicas

Las pruebas serologicas utilizadas para el diagnostico de Helicobacter pylori se
basan en la deteccién de anticuerpos séricos de tipo 1gG o IgA, que se activan
frente a los antigenos de la bacteria. Las técnicas mas utilizadas son ELISA o
Inmunoensayo ligado una enzima, inmunofluorescencia, aglutinacion en latex,

etc.
» Antigenos en heces

La deteccion de este microorganismo en heces fecales es utilizada para el
diagnostico inicial de la bacteria y para confirmar la erradicacion de la misma

posterior al tratamiento. Esta prueba se basa en una mezcla de anticuerpos
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policlonales el reconocimiento de los antigenos de la bacteria. Su principal

ventaja es que es Util para pacientes de cualquier edad.
2.2.3.2 Métodos Directos o Invasores

Se basan en la identificacién directa de la bacteria mediante el analisis de muestras de
biopsia géstrica. (43)

» Test rapido de Ureasa

Técnica practica cualitativa utilizada para determinar la actividad de la enzima
ureasa en una pequefia muestra de mucosa gastrica. La ureasa producida por la
bacteria Helicobacter pylori convierte la urea en amonio y en CO,, lo que
modifica el pH del medio y ocasiona un cambio de color que define la reaccion
como positiva. La desventaja es que se pueden presentar falsos positivos, cuando

en el estdbmago se encuentran otras bacterias productoras de ureasa.
» Cultivo

El cultivo microbiolégico es importante para la definitiva identificacion de
Helicobacter pylori y para la determinacion de la sensibilidad del
microorganismo frente a los agentes antimicrobianos, sin embargo por su costo y
el tiempo que se necesita para realizarlo, no se ha establecido como un examen
de rutina. EI medio que se puede utilizar para su aislamiento es la base de agar
Columbia suplementada con 7 % de sangre de carnero a una temperatura de 35-

37 °C y un tiempo de incubacién de 5 a 10 dias.
» Histopatologia

El estudio histopatoldgico de las muestras de biopsias gastricas es considerado
como la Prueba Goldstandar para definir la presencia o la ausencia de
Helicobacter pylori, ademas de determinar el grado de dafio histico que puede

presentar la mucosa gastrica. Se observa de forma directa al microorganismo en
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cortes histolégicos que son procesados en parafina y tefiidos por varios métodos
de coloracion como hematoxilina-eosina, Warthin-Starry con nitrato de plata,
tincion con azul de metileno y giemsa (44). Adicionalmente, esta prueba brinda
informacion sobre la presencia de polimorfonucleares y de la gravedad ciertas
patologias en el tejido analizado. Las desventajas son que esta influenciado por la

experiencia del médico patologo y del tipo de tincidn que se emplee.

Sin embargo, existen ciertos factores especificos que disminuyen la sensibilidad
del microorganismo, como son: la baja densidad de microorganismos y la
desigual distribucion de la bacteria en el estdbmago; razén por la cual, se
recomienda tomar varias biopsias para aumentar la sensibilidad de la técnica en

cuestion que se esté empleando.

2.24 TECNICAS HISTOPATOLOGICAS

Son un conjunto de procedimientos a seguir, Utiles para la obtencién de muestras

histolégicas aptas para su estudio, mediante microscopia Optica (45).

2.2.4.1 Obtencién de la Muestra

e Biopsia: consiste en adquirir un trozo de tejido de un ser vivo.

e Necropsia: es el procedimiento utilizado para extraer material de un cadaver

e Autopsia: consiste en el estudio macroscopico y microscopico de los
drganos, aparatos Yy sistemas de un cadaver, para establecer causas

de muerte.
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2.2.4.2 Biopsia Gastrica

Se realiza por medio de la técnica de endoscopia, que consiste en la introduccion de
un tubo flexible de fibra Optica conocido como endoscopio que va desde la boca hasta
el estdbmago, posee una camara pequefia en su extremo, con la que se puede observar
de forma directa al 6rgano para poder tomar un fragmento de tejido o material

histoldgico para su posterior analisis.

2.2.4.3 Fijacion de las Muestras

Primer paso del procedimiento que se realiza una vez obtenido el material que se

desea estudiar para evitar la destruccion o lisis celular.

Sus objetivos son: mantener las estructuras en el estado mas parecido al que poseian
in vivo, evitar lisis celulary la proliferacion bacteriana y dar cierta solidez o

dureza al tejido o material. (31)
Tipos de fijadores

* Fisicos: se puede realizar por congelacion a temperaturas bajas de -190°C a -70°C

(nitrogeno liquido, diéxido de carbono) para suspender las alteraciones celulares.

* Quimicos: se usan soluciones como etanol o metanol que pueden fijar células en
extendidos y formol al 10%. EI formol es una solucién de aldehido que se puede
disolver en buffer de fosfato en lugar de agua destillada para mantener el ph de 7.4.
(31)

2.2.4.4 Deshidratacion

Las muestras histopatoldgicas contienen grandes cantidades de agua, que debe ser
eliminada para la impregnacion de parafina. Es importante retirar el agua existente en

las muestras histopatoldgicas debido a que la parafina no es miscible con el agua. (21)
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El agente utilizado para la deshidratacion de las muestras fijadas son soluciones
acuosas de concentraciones crecientes de alcohol etilico de 70%, 80%, 90%, 96% y
100%. EI tiempo de duracién en cada concentracion de alcohol depende del tipo y

tamario del tejido a estudiar. (46)
2.2.4.5 Aclaracion

La aclaracion o diafanizacién permite que el alcohol que se encuentra en los tejidos
sea reemplazado por un liquido solvente que disuelva la parafina, la cual se va

impregnar en el tejido. (21)

La parafina tampoco es miscible en alcohol por lo que es necesario reemplazarlo por
sustancias que sean capaces de mezclarse con alcohol y disolver la parafina. Las
sustancias que se pueden utilizar para aclaramiento son: xilol, tolueno, benceno y
cloroformo. EI mas utilizado es el xilol que presenta un alto grado de refraccion y al

interactuar con los tejidos deshidratados los vuelve transparentes. (47)
2.2.4.6 Inclusion en Parafina

La parafina es un hidrocarburo que a temperatura ambiente es sélido. Una
temperatura aproximada de 60° puede llegar a disolverla. La penetracion de la
parafina en los tejidos se realiza cuando esta se encuentra es estado liquido. El
proceso inicia con la introduccion de la muestra histopatoldgica en una mezcla de
parafina liquida, hasta que esta penetre en todos los espacios intracelulares y
extracelulares de la muestra y proporcione consistencia y estabilidad necesaria para

realizar cortes muy delgados sin ocasionar distorsion. (48)

El tiempo de duracion depende del tipo y tamafio de la muestra histopatolégica. Este
proceso de inclusion de parafina se puede realizar de forma manual dentro de una
estufa 0o de forma automatizada mediante la programacién adecuada de los

procesadores de tejidos. (48)
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2.2.4.7 Formacion del Blogue de Parafina

La formacion del bloque sélido de parafina que contiene la muestra a estudiar, se
realiza utilizando moldes de diferentes materiales, areas y profundidades.
Generalmente se utiliza moldes metalicos, en el que se coloca la muestra histolégica
con la ayuda de una pinza templada, se rellena con parafina liquida y se deja enfriar
completamente para la solidificacion del bloque que contendra en su interior el tejido
a estudiar. Es importante colocar u orientar a la muestra de manera adecuada en el

molde para observar lo que se desea estudiar del tejido. (48).
2.2.4.8 Corte

Para la realizacion del corte se requiere de un equipo llamado Micrétomo, el tipo
mas utilizado es el de rotacion o el de tipo Minot, que consta de las siguientes partes:
un portabloques que se desplaza verticalmente durante el corte, un sistema mecanico
de avance que regula el espesor de cada corte histopatoldgico y un soporte para la
cuchilla de acero. EI micr6tomo puede ser manual o automatizado. Se puede obtener

cortes seriados de 4 — 7 um de espesor. (49)
2.2.4.9 Flotacion

Los cortes se extienden por flotacion de agua que se mantiene a una temperatura de
40° a 45° C. Las secciones de los cortes se extienden de forma aislada o formando
cintas que se recogen y se adhieren al portaobjetos. Para garantizar una mejor
adhesidn de los cortes se puede incorporar sustancias adheridas al liquido extendedor

como la albumina de Mayer, que esta formado por glicerina y clara de huevo. (50)
2.2.4.10 Coloracion

El procedimiento de coloracion o tincidn consiste en que una estructura celular o
tisular adquiere especificamente un color bajo la accion de una sustancia colorante.
Se realiza utilizando mezclas de sustancias quimicas denominadas colorantes a

diferentes concentraciones y tiempo. Su finalidad es proporcionar color a las
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estructuras o tejidos para facilitar su observacion. Se clasifican en colorantes acidos

como orange G, eosina y fucsina; basicos como azul de metileno y neutros. (47)
2.2.4.11 Montaje

Terminada la tincion de los cortes histopatoldgicos se cubre con una laminilla la parte
del porta objetos que contiene la muestra, incluyendo una gota de una sustancia
adherente que proporcione condiciones de proteccion al tejido para poder utilizarlo
continuamente sin que se deteriore, generalmente se utiliza resinas naturales como
Balsamo de Canada o resinas sintéticas como la resina de Permount. Tras este

procedimiento estan listos para su observacion microscépica. (50)

2.25 TECNICAS HISTOQUIMICAS

Son un conjunto de métodos que se basan en la utilizacion de reacciones quimica para
identificar ciertas sustancias o la actividad enzimatica en muestras histopatoldgicas.
Tiene su fundamento en la union especifica de un colorante y en el uso de anticuerpos
marcados con un colorante fluorescente dirigidos a un componente celular en
particular o a la actividad enzimatica inherente de un elemento constitutivo de las
células. Para la demostracion de enzimas se utilizan ciertas sustancias denominadas
crombgenas que tras la accion de la enzima, adquieren una coloracion que es
observable bajo el microscopio 6éptico. La coloracion proporciona diferencias
evidentes entre las estructuras histopatoldgicas. Se denomina colorante aquella

sustancia que es capaz de transferir su color a otro cuerpo. (51)

2.2.5.1 Clasificacion de las Coloraciones
e Coloracion directa o sustantiva: Tipo de tincidén que se ejerce sobre células

y tejidos cuando estan en contacto con el colorante, el resultado indica una

verdadera afinidad entre el tejido y el colorante.
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Coloracion indirecta o adjetiva: Utiliza sustancias intermediarias que
facilitan la adhesion del colorante en las estructuras tisulares. La sustancia
intermediaria es conocida como “mordiente”, que se aplica antes que el
colorante. La combinacion que se efectla entre el mordiente y el colorante se

denomina “laca”.

Coloracion progresiva: Se refiere a la progresion de la coloracion. La
muestra histopatoldgica se ponen en contacto con el colorante y conforme
transcurre el tiempo de coloracion, el tejido alcanza la intensidad de la

coloracion que se desea y el residuo del colorante es eliminado.

Coloracion regresiva: Los tejidos se sobrecolorean para someterlos a un
procedimiento denominado diferenciacion, en el que se trata de extraer parte
del colorante, observando con el microscopio hasta alcanzar la tincion

deseada.

Coloracion simple: Tipo de coloracion, en el que se utiliza un solo

colorante para tefiir algin componente celular o tisular.

Coloracion compuesta o combinada: Se basa en la aplicacion de varios
colorantes para destacar estructuras especificas que se desea identificar en la

muestra histopatoldgica. Las estructuras se tifien de diferente color.
Coloracion ortocromaética: Es la accién que un colorante ejerce sobre una

determinada estructura, en la que le otorga su propio color. La mayoria de

los colorantes producen esta accidn ortocromatica.
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e Coloracion metacromatica: Tincion en la que un colorante ademas de
otorgar su propio color a una estructura, también tifie de diferente color a otras

estructuras.

e Coloracion Pancromatica: Se produce por la actividad de los colorantes
neutros. Las partes béasicas y acidas de la tincidn ejercen su actividad sobre
ciertos componentes celulares, que ademas se tifien de colores diferentes a
los originales, de esta forma adquieren ciertas tonalidades que resultan de la

mezcla de colorantes.

2.2.5.2 Clasificacion de Colorante
Se puede clasificar de acuerdo a los siguientes criterios:
De acuerdo a su origen

» Naturales: Colorantes que pueden ser extraidos de forma animal o vegetal.
Animal como el carmin que se extrae de la cochinilla y vegetal como la
hematoxilina que se obtiene de la corteza de un arbol conocido como “palo de

Campeche”.

» Sintéticos: Colorantes procesados que son derivados de la destilacion de la
hulla o carbon, generalmente se les conoce como colorantes derivados de la
anilina. La anilina es un compuesto incoloro, pero las modificaciones
quimicas producidas en el anillo bencénico le concede, a los nuevos

compuestos un color determinado.
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De acuerdo a su carga eléctrica

> Acidos: Presentan carga eléctrica negativa, se los conoce como colorantes
citoplasméticos debido a que tifie al grupo quimico que se encuentra
localizado en un extremo de la cadena de aminoacidos que integran las
proteinas citoplasmaticas como: la eosina, fucsina &cida, safranina, etc.

» Neutros: Este tipo de colorantes tienen la propiedad de colorear
simultdneamente los componentes nucleares y citoplasmaticos, es decir son
sales que tanto la parte acida como bésica proporciona color como Wright,
giemsa, leischman, etc.

» Bésicos: Presenta carga eléctrica positiva, se les conoce como colorantes
nucleares debido a que tienen afinidad por los acidos nucleicos (DNA y

RNA), como hematoxilina, azul de metileno, azul de toluidina, etc.

Se han desarrollado grandes avances en las denominadas técnicas
inmunohistoquimicas, que se basan en la utilizacién de antisueros o anticuerpos
especificos contra los componentes tisulares que se quieren identificar. La tincion
depende de las caracteristicas fisicas o quimicas, o de la solubilidad diferencial entre
la tincién y los tejidos. Existen numerosas técnicas de coloracion histologica que

permiten observar de manera selectiva ciertos componentes celulares o tisulares. (31)
2.2.5.3 Coloraciéon Warthin Starry

La tincion de Warthin-Starry (WS) es un método de tincion que esta basado en nitrato
de plata (una tincién de plata) usado en histopatologia. Fue introducido por primera
vez en 1920 por los pat6logos estadounidenses Aldred Scott Warthin (1866-1931) y
Allen Chronister Starry (1890-1973), para la identificacion de espiroquetas.

El nitrato de plata tifie la Regidn organizadora Nucleolar (NOR por sus siglas en
inglés) asociada a proteinas. Esto provoca una region oscura donde la plata se

deposita, denotando la actividad de los genes de ARNr dentro de la NOR. Tifie los
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microorganismos de color marrén oscuro o negro con un fondo marron dorado o

amarillo dorado. (6)

Es considerado la mejor técnica de coloracion para la deteccién de espiroquetas,
Helicobacter pylori, Lawsonia intracellularis y Microsporidia, debido a que la plata
precipita sobre la membrana de los microorganismos, haciéndola parecer mas gruesa
y mas facil de identificar, ademas existe un claro contraste entre el ennegrecimiento

de los bacilos y el amarillo-dorado de la mucina y células epiteliales. (6)

La aplicacion del método de coloracion Warthin Starry puede variar de acuerdo a la
casa comercial que indica la preparacion del reactivo o a las normas internas del

laboratorio de Histopatologia. (53)
2.2.5.4 Coloracion Giemsa

Este método de coloracion es el mas utilizado para la tincion de frotis sanguineo y
cortes histopatoldgicos. La tincion de Giemsa fue ideada por el aleman Gustav
Giemsa en 1904. Publicé un libro, en el que detallaba los procedimientos para tefiir
eucariotas flagelados, células sanguineas y bacterias. Permite la observacion
diferencial del ndcleo y el citoplasma celular. Esta tincion se emplea en organismos

sin pared celular y eucariotas (con nucleo). (34)

Esta coloracion permite diferenciar zonas con un alto contenido de ADN,
especificamente uniones de Adenina-Timina, por tal motivo se puede distinguir
perfectamente con el microscopio dptico el nicleo celular, los cromosomas durante la

mitosis, y en algunos casos, el ADN mitocondrial. (48)

Esta tincidn es de tipo Romanowsky, porque utiliza azul de metileno y sus productos
de oxidacion (azur A, B 'y C) como colorante basico y se combina con eosina, como
colorante &cido, lo que da una amplia gama de colores. Con este método de
coloracion se puede observar ciertos componentes del citoplasma celular, vacuolas,

granulos y componentes como mucina y colageno. (24) (34)
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Las bacterias al tener su ADN en el citoplasma se tifien de azul por completo. Otras
estructuras celulares, cuyo pH no sea tan extremo como el ADN pueden adquirir
coloraciones entre el azul y el purpura. El pH del tinte debe estar equilibrado entorno

al 6,5 para que la tincion no esté descompensada. (55)

2.3  HIPOTESIS

Los resultados obtenidos a través del método de coloracion Giemsa difieren de los
resultados obtenidos por el método de coloracion Warthin Starry para la

identificacion de Helicobacter pylori.

2.4 SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES DE LA HIPOTESIS

Variable Dependiente: Identificacion de Helicobacter pylori en biopsias de

muestras gastricas.

Variable Independiente: Métodos de coloracion (Giemsa y Warthin Starry).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1 NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION

Es una investigacion retrospectiva, porque se realizd en muestras de biopsias
gastricas que se encuentran archivadas en el Servicio de Patologia del Hospital IESS
Ambato, referentes al periodo Enero-Junio del 2016. Presentd un enfoque
predominantemente cualitativo, debido a que durante el proceso riguroso y sistemico

de investigacion, se confirmo la infeccion por Helicobacter pylori.
3.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion fue descriptiva porque se detallaron los datos y caracteristicas
de los dos métodos de coloracion y explicativa porque mediante un estudio altamente

estructurado se comprobo la hipotesis planteada al problema de investigacion.
3.1.2 MODALIDAD DE LA INVESTIGACION

Presentd una modalidad transversal, porque las coloraciones se realizaron en muestras
de biopsias gastricas, que formaron parte del periodo de tiempo seleccionado de
acuerdo a las condiciones de conservacion en la que se encuentran los bloques de
parafina, que posteriormente fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia del
Hospital IESS Ambato.
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De campo, porque la informacion se obtuvo directamente de las Historias Clinicas y
de los archivos del Laboratorio de Patologia para obtener resultados que ayudaron a

solucionar el problema de la investigacion.

Documental-bibliogréafica porque se utiliz6 informacion cientifica de libros, articulos,
revistas y publicaciones con el propdésito de ampliar y profundizar las diferentes

teorias, enfoques y conceptualizaciones del tema de investigacion.
32 SELECCION DEL AREA O AMBITO DE ESTUDIO

Delimitacion Espacial: La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de
Patologia del Hospital del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) Ambato,
Provincia de Tungurahua. Se encuentra localizado en el Sector de Atocha en la

Avenida Los Capulies.
Area: Tinciones Histopatoldgicas.
3.3 POBLACION

La poblacién considerada fue de 50 muestras de biopsias gastricas de pacientes que
acudieron al servicio de gastroenterologia del Hospital del Instituto Ecuatoriano de
Seguridad Social Ambato, para la realizacion de endoscopias altas, y que fueron
enviadas al Laboratorio de Patologia de la misma institucion, en el periodo Enero-
Junio del 2016.

Criterios de Inclusién:

e Muestras de biopsias gastricas de pacientes menores a 64 afios, que resultaron
positivas y negativas a la identificacién de Helicobacter pylori con el método

de coloracion Giemsa.
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e Muestras de biopsias gastricas de pacientes menores a 64 afios, que resultaron
positivas y negativas con el método de coloracion Giemsa, y que se realizaron
Helicobacter pylori en heces para confirmar.

e Muestras de biopsias gastricas, que fueron diagnosticadas con Gastritis

atrdfica activa folicular, Metaplasia Intestinal Completa e Incompleta.
Criterios de Exclusion:

e Muestras de biopsias gastricas de pacientes con antecedentes de cancer
gastrico o intestinal.

e Muestras de biopsias gastricas mal codificadas o con informacion
incompleta.

e Muestras de biopsias gastricas de pacientes mayores de 65 afios, debido que a
esa edad el Helicobacter pylori usualmente migra hacia el fondo del estomago

lugar a donde no llega la endoscopia digestiva para la obtencion de la muestra.

DISENO MUESTRAL

El tipo de muestreo que se utilizd en el proyecto de investigacion fue probabilistico
por conglomerados, basados en caracteristicas especificas. La muestra estudiada es
finita de 50 pacientes objeto de estudio, a los cuales se los dividid en grupos etarios

de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud:
(n: no proporcional)

» Adolescentes: 12-19 afios de edad

» Adultos Jovenes: 20-40 afios de edad
» Adultos: 41-64 afios de edad

» Adultos Mayores: > 65 afios de edad.
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34  OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.4.1 Operacionalizacion de la variable independiente: Métodos de coloracion Giemsa y Warthin Starry.

TABLA 1: Variable Independiente

CONCEPTUALIZACION |DIMENSIONES INDICADORES ITEMS TECNICA INSTRUMENTO
Giemsa:  método  de _ e Técnica de
coloracion formada por o Elazulde ¢ !Bacno ] coloracion e Cuaderno
- P incurvado

varios colorantes: azul de | e Giemsa metileno tifie los de color de la casa de notas.

_ componentes de comercial
metileno, azur A, B, C y la membrana azul MK e Listade
eosina, lo que da una celular. cotejo
amplia gama de colores.
Warthin Starry: método de | Warthin « Elnitratodeplata| * Bacilo * Técnica de
coloracién  basado  en Starry precipita sobre la incurvado CoI(I)raC|on
et de  blata  que membrana celular de color de la casa

P q haciéndola negro en un comercial
reacciona con las proteinas parecer mas fondo de SM
de la membrana celular. gruesa color
amarillo

ELABORADO POR: Diana Vasconez
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3.4.2 Operacionalizacion de la variable dependiente: Identificacion de Helicobacter pylori.

TABLA 2: Variable Dependiente

CONCEPTUALIZACION DIMENSIONES INDICADORES ITEMS TECNICA INSTRUMENTO
o ) e Positivo
o (Cj:aﬁc:t_-:‘rlsglcis o BaC|Itg Grdam + e Cuaderno de
e Helicobacter negativo de ,
o . g ) ++ Observacion notas.
Es una bacteria patgena pylori forma espiral o
gram negativa de forma e Negativo
espiral y movil que ] e Registros de
resultados
posee entre 3 a 6 flagelos
que dafa o desarrolla e Ocasiona

procesos de inflamacion

en el epitelio gastrico.

e Caracteristicas

Histopatoldgicas

e Alteraciones
a nivel de
mucosa
gastrica

cambio de pHy
dafo al
revestimiento
mucoso lo que
permite que los
potentes &cidos
lo atraviesen.

Microscopia

e Microscopio

ELABORADO POR: Diana Vasconez

33




35 DESCRIPCION DE LA INTERVENCION Y PROCEDIMIENTOS
PARA LA RECOLECCION DE INFORMACION

3.5.1 RECOLECCION DE INFORMACION

Para cumplir con los objetivos del proyecto de investigacion se procedio de la

siguiente manera:

e Tramitar todos los permisos necesarios para el ingreso al Hospital IESS
Ambato y la autorizacion para acceder a las historias clinicas y a la
informacion pertinente de cada paciente.

e Obtener la informacion necesaria de los archivos del Laboratorio de Patologia
del Hospital IESS Ambato.

e Seleccionar la muestra de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion.

e Revisar detalladamente la Historia Clinica de cada paciente para verificar sus
antecedentes patologicos.

e Aplicar los métodos de coloracion Giemsa y Warthin Starry de acuerdo a la

casa comercial que proporciono los reactivos.

3.5.2 INFORMACION DE CAMPO

La identificacion de Helicobacter pylori se realizé en muestras de biopsias gastricas
de pacientes tanto de sexo masculino como de sexo femenino menores a 65 afios de
edad que acudieron al area de gastroenterologia para la realizacion de endoscopias
altas en el Hospital IESS Ambato del periodo Enero-Junio del 2016 y cumplieron con
los criterios de inclusion, debido a las condiciones de almacenamiento de los blogues

de parafina para obtener un corte adecuado.
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3.5.3 DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS, METODOS Y TECNICAS.

Para la identificacion del microorganismo se utilizé el método de coloracion Giemsa
basado en la combinacion de azul de metileno, azur A, B o C y eosina como
colorante 4cido de la casa comercial MERCK. Ademas se empled el método de
coloracion Warthin Starry que se encuentra basado en nitrato de plata para la

confirmacion de la infeccion de la casa comercial SM.
3.5.3.1 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de biopsias gastricas cuando llegaron al Laboratorio de Patologia fueron
fijadas con formol diluido al 10%, incluida en parafina y cortadas a una medida de 4

micras para su posterior coloracion y observacion al microscopio.

Para el desarrollo de la investigacion se buscé los bloques de parafina
correspondientes a los cddigos de los pedidos seleccionados en los archivos de

bloques del Laboratorio de Patologia.

e Colocar los bloques de parafina en la plancha fria durante dos horas.

o Realizar el corte de los bloques de parafina a una medida de 4 micras con la
ayuda del micrétomo y la posterior pesca de la muestra en el bafio de
flotacion.

e Desparafinizar las placas que contienen las muestras histopatoldgicas en la
estufa para su posterior coloracion.

e Es importante que las placas se encuentren bien secas antes de la
desparafinizacién para que la muestra no se pierda durante los demas

procedimientos.
Protocolo de aplicacion de la Coloracion Warthin Starry:

1) Precalentar los reactivos a 50°C
2) Mezclar en un tubo 2 mL de la solucién 1y 2 mL de la solucién 2

3) Colocar las placas desparafinizadas en una canastilla.
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4) Llevar la canastilla a Neoclear (1) por 5 minutos.

5) Llevar la canastilla a Neoclear (2) por 5 minutos.

6) Llevar la canastilla a Neoclear (3) por 5 minutos.

7) Poner en el Alcohol de 100° y sacudir 20 veces.

8) Poner en el Alcohol de 96° y sacudir 20 veces.

9) Poner en el Alcohol de 75°y sacudir 20 veces.

10) Hidratar los cortes con agua destilada

11) Colocar 2 mL de la mezcla de la solucién preparada y colocar en una caja

Petri durante 2 horas en la estufa a 60°C.

12) Eliminar un poco de la solucion de las placas y colocar 2 mL de la solucion 3

precalentada y esparcirla uniformemente por toda la placa para que se revele

la coloracion.

13) Lavar las placas en agua destilada.

14) Colocar las placas en la canastilla y poner en el alcohol de 90 grados por 5

minutos.

15) Llevar la canastilla a Neoclear por 5 minutos.

16) Dejar secar las placas.

17) Realizar el montaje de las placas, con precaucion de que no quede burbujas.

Protocolo de aplicacion de la Coloracion Giemsa:

1) Colocar las placas desparafinizadas en una canastilla

2) Llevar la canastilla a Neoclear (1) por 5 minutos.

3) Llevar la canastilla a Neoclear (2) por 5 minutos.

4) Llevar la canastilla a Neoclear (3) por 5 minutos.

5) Poner en el Alcohol de 100° y sacudir 20 veces.

6) Poner en el Alcohol de 96° y sacudir 20 veces.

7) Poner en el Alcohol de 75°y sacudir 20 veces.

8) Lavar las placas en agua destilada
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9) Colocar las placas en una bandeja y colocar el reactivo Giemsa (dos gotas en
cada placa). Esperar 5 minutos.

10) Lavar con agua corriente hasta que el agua salga clara.

11) Colocar las placas en la canastilla y poner en el alcohol de 90 grados por 5
minutos.

12) Llevar la canastilla a Neoclear (4) por 5 minutos.

13) Llevar la canastilla a Neoclear (5) por 5 minutos.

14) Llevar la canastilla a Neoclear (6) por 5 minutos.

15) Dejar secar las placas.

16) Realizar el montaje de las placas, con precaucion de que no quede burbujas.

(4)

3.6 ASPECTOSETICOS

El presente estudio presenta un caracter retrospectivo que se sustent6 en el manual de
Bioética del Ministerio de Salud Publica con la respectiva autorizacion del Hospital
IESS Ambato. Las muestras fueron manejadas internamente en el Laboratorio de

Patologia de acuerdo a la normativa de Bioética que presenta el MSP (36).

Todos los datos obtenidos son confidenciales, no fueron compartidos y se utilizaron
solo para el estudio.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

41 PREVALENCIA DE Helicobacter pylori EN MUESTRAS DE BIOPSIAS
GASTRICAS.

La prevalencia de Helicobacter pylori es alta en los paises en via de desarrollo.
Dentro de un mismo pais puede haber una variacién amplia de la prevalencia entre las
poblaciones urbanas de mayor nivel econémico y las poblaciones rurales. Por tanto,
en relacién a lo anteriormente planteado, se realizo esta investigacion en el Hospital
del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) Ambato, siendo este el primer
estudio en comparar métodos de coloraciones histopatologicas para identificar
Helicobacter pylori y ademéas de establecer la prevalencia de esta bacteria en

muestras de biopsias gastricas. (57) (45) (58)

Se estudiaron 50 pacientes con rango de edad entre 19 — 62 afios de edad, divididos
en grupos etarios de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, de los cuales el
60% presentan una infeccion ocasionada por Helicobacter pylori, mientras que el

40% restantes no presentan ninguna infeccion.
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4.1.1 PREVALENCIA DE Helicobacter pylori POR GENERO

TABLA 3: Prevalencia de Helicobacter pylori por género en muestras de biopsias gastricas en el Hospital IESS

Ambato.

Género/Paciente NUmero Porcentaje
Masculino 20 67%
Femenino 10 33%

Total 30 100%

FUENTE: Base de Datos ELABORADO POR: Diana Vasconez

En la tabla 3 se muestra los porcentajes de la prevalencia de Helicobacter pylori por
género. Hunt y col., (2013), reportaron que hay gran variabilidad de presentar esta
bacteria de acuerdo al género, la raza y la condicion geogréfica. Fox James, (2014),
afirma que existe una mayor prevalencia de presentar una infeccion ocasionada por
esta bacteria en hombres que en mujeres, debido a la secrecién de estrégenos que
proporciona proteccion a la mucosa gastrica, en el presente estudio como se puede
observar, el 67% de la poblacion afectada es masculina con una diferencia
estadisticamente significativa < 0.05, dato corroborado con el estudio de Hunt y col.,
(2013), donde se reporta que varios paises de américa del sur excluido ecuador

presentan una prevalencia de 61%. (57) (59)

4.1.2 PREVALENCIA DE Helicobacter pylori POR GRUPO DE EDAD

TABLA 4: Prevalencia de Helicobacter pylori por Grupo de Edad de acuerdo a los grupos etarios de la OMS.

Grupo de Edad NUmero Porcentaje
Adolescentes 2 6%
Adultos Jovenes 10 34%
Adultos Maduros 18 60%
Total 30 100%

FUENTE: Historias Clinicas ELABORADO POR: Diana Vasconez
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Los grupos etarios se dividieron de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). La Tabla 4 indica que en el grupo de pacientes estudiados existe un
predominio de infeccion por Helicobacter pylori del 60% en adultos maduros que
corresponden a la edad de 41-64 afios con una significancia estadistica < 0.05, dato
relacionado con los resultados del estudio de Correa Simdn, (2016), en el que se
concluye que de la poblacion estudiada el 20.7% corresponde a la poblacion adulto
debido a los malos habitos alimenticios, a la baja condicion socioecondmica y al bajo
nivel educativo. (60) (61)

4.2 IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori EN MUESTRAS DE
BIOPSIAS GASTRICAS.

42.1 POSITIVIDAD Y NEGATIVIDAD DE LOS METODOS DE
COLORACION GIEMSA Y WARTHIN STARRY.

TABLA 5: Porcentajes de positividad y negatividad de los Métodos de Cloracion

GIEMSA WARTHIN STARRY
REPORTE NUMERO PORCENTAJE NUMERO PORCENTAJE
Positivo 18 36% 30 60%
Negativo 32 64% 20 40%
Total 50 100% 50 100%

FUENTE: Base de Datos ELABORADO POR: Diana Vasconez

Los métodos de coloracion histopatoldgicas en muestras de biopsias gastricas son
utiles para la observacion de Helicobacter pylori y cambios de las caracteristicas de
la mucosa gastrica. En el presente estudio el 60% de los pacientes tienen muestras
positivas. Minafio, Cesar compar0 varios métodos de coloracion en el que determino

al método de coloracion Warthin Starry como el mas confiable para identificar a este
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bacilo, informacion acorde a la tabla 5, donde el método de coloracion Warthin Starry
es aproximadamente un 20% mas confiable sobre el método de coloracion Giemsa
con una significancia estadistica < 0.05, para identificar Helicobacter pylori, al

obtener un mayor porcentaje de positivos confirmados. (4) (62) (63)

422 POSITIVIDAD POR CRUCES DE LOS METODOS DE
COLORACION GIEMSA Y WARTHIN STARRY.

TABLA 6: Resultados Positivos por Cruces (+), de los métodos de coloracion Giemsa y Warthin Starry.

GIEMSA WARTHIN STARRY
Reporte Ndmero Porcentaje NUmero Porcentaje
+ 3 16.70% 10 33.30%
++ 13 72.20% 14 46.70%
+++ 2 11.10% 6 20%
Total 18 100% 30 100%
FUENTE: Base de Datos ELABORADO POR: Diana Vasconez

Para el reporte de la identificacion del microorganismo se valora el grado de
infeccion de los pacientes estudiados realiza por cruces. De acuerdo a Vilela Carlos,
(2012), el resultado de + representa de 1-20 Helicobacter pylori por campo (40x), si
se observa ++, equivale a 21-100 Helicobacter pylori por campo. En caso de +++
representa a > 100. Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que el
mayor porcentaje corresponde a la identificacion de ++ de Helicobacter pylori,
aplicando los dos métodos de coloracion. Sin embargo existe una diferencia de
aproximadamente el 25% entre los dos métodos de coloracion que hace referencia a
la sensibilidad que presenta cada uno. (Tabla 6) (64) (65)
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4.2.3 COMPARACION DE METODOS DE COLORACION

TABLA 7: Comparacion de Métodos de Coloracion.

Coloracion Ne Porcentaje
Giemsa 18 60%
Warthin Starry 30 100%

FUENTE: Base de Datos ELABORADO POR: Diana Véasconez

El método de coloracion Warthin starry permite observar al Helicobacter pylori de
una manera clara y bien definida, como lo menciona Giugni Cristina, (2010), en los
resultados de su investigacion, donde en el 100% de las muestras fueron identificadas
Helicobacter pylori, utilizando este método de coloracion, al igual como lo indica la
tabla 7, en la que se demuestra que en esta investigacion, el método de coloracion
Warthin Starry es mas confiable que el método de coloracién Giemsa, llegando a
identificar el 100% de los pacientes analizados con una significancia estadistica
<0.005. Ademas de reportar una prevalencia del 60% en esta investigacion. (6) Dato
corroborado con la investigacion de Hunt y col., (2013), donde mencionan que existe
prevalencia de 68% en los paises en desarrollo como en Africa, América Central,
América del Sur, algunos paises de Asia como Bulgaria, Bangladesh e India y paises
de Europa como Albania y Estonia, mientras que en paises desarrollados como
América del norte, Australia, Hong Kong en Asia y los paises bajos de Europa
muestran una prevalencia de 10%. (57) (66) (67)

42



TABLA 8: Indicadores de los Métodos de Coloracion

Indicadores Giemsa Warthin Starry
Sensibilidad 48% 100%
Especificidad 52% 100%
Valor Predictivo Positivo 62% 100%
Valor Predictivo Negativo 38% 100%

ELABORADO POR: Diana Vasconez

Los datos de la tabla 9, nos permitieron calcular indicadores de la utilidad de la
tincion Giemsa y Warthin Starry. Se obtuvieron los valores que se muestran en la
tabla 10. La sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos son indicadores
del desempefio de una prueba para no reportar falsos positivos o falsos negativos de
acuerdo a Sierra Fernando, (2013). En un estudio comparativo de Guigni Cristina,
(2010), el método de coloracion Warthin Starry presentdé una mayor sensibilidad y
especificidad (98%) que las otras coloraciones, corroborando los resultados de esta
investigacion, donde este método de coloracion presentd una sensibilidad,
especificidad y valores predictivos de 100%. (6) (58)

43  VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

Para la verificacion de la Hipotesis planteada se utilizo el programa estadistico SPSS,
en el que se aplico la prueba de Chi Cuadrado y un estudio de correlaciones que

permitieron relacionar los dos métodos de coloracion.
431 PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS
HIPOTESIS ALTERNA (H))

Los resultados obtenidos a través del método de coloraciéon Giemsa difieren de los
resultados obtenidos por el método de coloracion Warthin Starry para la

identificacion de Helicobacter pylori.
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HIPOTESIS NULA (Ho)

Los resultados obtenidos a través del método de coloracion Giemsa no difieren de los
resultados obtenidos por el método de coloracion Warthin Starry para la

identificacion de Helicobacter pylori.

4.3.2 ESTIMADOR ESTADISTICO

(0-E)

=y oo

Doénde:

X?: Estadistico Ji Cuadrado
0: Frecuencia observada
E: Frecuencia esperada

Y Sumatoria

4.3.3 VALOR TABULAR CRITICO DE CHI CUADRADO

Los grados de libertad referentes a la investigacion, se obtienen considerando el

namero de filas y columnas de acuerdo al poligono de frecuencias observadas.

GRADOS DE LIBERTAD= (NC-1) (NF-1)
GL= (4-1) (4-1)

GL=3x3=9

Valor X2 Tabular critico para 9 GL y 95%(0.05). Nivel de confianza es: 16.919
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4.3.4 REGLA DE DECISION

Dentro del conjunto de posibilidades, se ha podido distinguir dos opciones sobre las

cuales aceptar o rechazar las hipétesis planteadas, y estas son:

+ Si el valor de X2tab > X2cal se acepta hipdtesis nula y se rechaza hipétesis

alterna.

X/

+«+ Si el valor de X2tab < X2cal se acepta hipdtesis alterna y se rechaza hipétesis

nula.
TABLA 9: Tabla de contingencia GIEMSA * WARTHIN STARRY
Recuento
WSTARRY Total
AUSENTE | LEVE | MODERADO | ABUNDANTE

AUSENTE 20 10 2 0 32
GIEMSA LEVE 0 0 3 0 3
MODERADO 0 0 9 4 13
ABUNDANTE 0 0 0 2 2
Total 20 10 14 6 50

ELABORADO POR: Diana Vasconez

45



TABLA 10: Prueba de Chi Cuadrado

Sig.
asintotica

Valor |gl| (2 caras)
Chi-
cuadrado de |57,212| 9 ,000
Pearson
Razonde g, 051 g 000
verosimilitud
Asociacion
lineal por 35,400 1 ,000
lineal
NIQe casos 50
validos

ELABORADO POR: Diana Vasconez

ILUSTRACION 1: Comprobacion de Chi Cuadrado

)

Xltab: 16.9 32cal:57.2

ELABORADO POR: Diana Vasconez
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Con los datos obtenidos se determind que la relacidn que existe entre los dos métodos
de coloracion (Giemsa y Warthin Starry) es significativa, ya que realizados los
calculos respectivos se obtuvo un Chi cuadrado tabular critico de 16.9, p igual a 0.05
y un Chi Cuadrado calculado de 57.21, p igual a 0.01. Como el Chi cuadrado
calculado es mayor que el valor critico se rechaza la hipotesis nula y se acepta la
hipdtesis alterna que sefiala: Los resultados obtenidos a través del método de
coloracion Giemsa difieren de los resultados obtenidos por el método de coloracion

Warthin Starry para la identificacion de Helicobacter pylori.
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5.1

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se establecid la prevalencia de 60% de infeccion por Helicobacter pylori en
muestras de biopsias gastricas en el Hospital del Instituto Ecuatoriano de
Seguridad Social (IESS) Ambato, con una mayoria de 67% en el género

masculino y con una significancia < 0.05.

Se comparé los resultados obtenidos en la identificacion de Helicobacter
pylori entre el método de coloracion Giemsa y Warthin Starry, donde se
establecio una relacion estadisticamente significativa igual a 0.01, por lo que
se propone como método de coloracion de rutina para la identificacion de
Helicobacter pylori al método de coloracion Warthin Starry, debido a que este
método de coloracion identificoé el 100% de las muestras confirmadas,
mientras que el método de coloracion Giemsa identificd el 60%, sin embargo
se propuso a este, como un método de coloracion complementario porque

ademas permite identificar caracteristicas celulares de la mucosa géstrica.

Se determind los indicadores de desempefio de los métodos de coloracion
Giemsa y Warthin Starry, reportando una sensibilidad de 48%, especificidad
de 52%, valor predictivo positivo de 62% y un valor predictivo negativo de
38% del método de coloracion Giemsa, mientras que el método de coloracién
Warthin Starry presentd 100% en los valores ya mencionados, siendo el mas
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5.2

confiable para la identificacion de Helicobacter pylori en muestras de biopsias

gastricas.

RECOMENDACIONES

Se recomienda la introduccion del método de coloracién Warthin Starry como
un método de coloracion de rutina para la identificacion de Helicobacter

pylori, en muestras de biopsias gastricas.

Se recomienda que a futuro se realicen investigaciones prospectivas del
método de coloracion Warthin Starry, en muestras de biopsias gastricas para
la identificacion de Helicobacter pylori, con una poblacion mas amplia,
debido a la gran importancia que representa el microorganismo en la mucosa

gastrica.
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ANEXO 1: Aprobacion de Consejo Directivo

CONSEJO DIRECTIVO

Facuitod DE Cienciss
De o Salud

Resolucidén: CD-P-3238
Ambato, 28 de noviembre de 2016

Seiorita

Diana Carolina Vasconez Nuela
ESTUDIANTE

Carrera de Laboratorio Clinico
Facultad de Ciencias de la Salud
Presente

D¢ mi consideracion:

ElH. Consejo Directivo de la Facultad de Ciencias de la Salud. ¢n Sesion Ordinaria det 28 de noviembre de 2016,
en conocimiento del oficio UT-456, suscrito por of Dr. Mg. Jorge Morales Solis, Presidente, Unidad de Titalacion,
sugiriendo se apruebe el tema de investigacion de la sefiorita Diana Carolina Visconez Nuela estudiante de la
Carrera de Laboratorio Clinico, al respecto.

CONSEJO DIRECTIVO. RESUELVE:

¢ AUTORIZAR A LA SENORITA DIANA CAROLINA VASCONEZ NUELA. ESTUDIANTE DE LA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO, CICLO ACADEMICO OCTUBRE 2016- MARZO 2017, OPTAR
POR LA MODALIDAD DE GRADUACION PROYECTO DE INVESTIGACION.

¢ APROBAR EL PLAN DE TRABAJO DE GRADUACION O TITULACION CON FL TEMA “ESTUDIO

COMPARATIVO ENTRE EL METODO DE COLORACION GIEMSA Y WARTHIN STARRY PARA

LA IDENTIFICACION DE HELICOBACTER PYLORI EN MUESTRAS DE BIOPSIAS GASTRICAS

EN EL HOSPITAL IESS AMBATO™, PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE LICENCIADA EN

L:\BORA TORIO (.LI\ILO

. \l l()RII‘\R AL \l'UI)I \T\H DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO LA ELABORACION
DEL TRABAJO DE GRADUACION O TITULACION EN LOS PLAZOS ESTABLECIDOS EN LA
l)lSPO$l(Tl()N GENERAL, INCISO TERCERO Y CUARTO DEL REGLMENTO DE REGIMEN
ACADEMICO

Atentamente,

Dr. Mare@
Presidente

B Dre. Janet Logoda Nifez. TUTORA (oo Provoci de Traibafo e inmvessigaciony
Carpeta Extmdumnl (con solscrnnly

UNIVERSIDAD
TECNICA DE AMBATO Cdla. Ingahurco  Telétono (03) 2 730 268 Ext. 5211
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ANEXO 2: Aprobacion del Hospital IESS Ambato

Ly i€55

T (CUATTmANO DF M ALsE

Memorando Nro. IESS-HG-AM-DM-2016-1334-M

Ambato, 23 de diciembre de 2016

PARA: Sr. Dr. Angel Geovanny Romo Lopez
Responsable del Programa de Docencia, Hospital General - Ambato

ASUNTO: BQF. MG. MARTHA RAMOS RAMIREZ.- COORDINADORA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO AUTORIZACION DE
PROYECTO DE TESIS SRTA. DIANA CAROLINA VASCONEZ
NUELA

De mi consideracion:

En atencion a Oficio Nro CDS-CLC-933-2016, mediante ¢l cual solicita que la Sefiorita
Diana Carolina Visconez Nuela, realice ¢l proyecto de tesis con el tema: “ESTUDIO
COMPARATIVO ENTRE EL METODO DE COLORACION GIEMSA Y
WARTHIN STARRY PARA LA IDENTIFICACION DE HELICOBACTER
PYLORI EN MUESTRAS DE BIOPSIAS GASTRICAS EN EL HOSPITAL IESS
AMBATO ¥, me permito informar que esta Direccion Médica, autoriza la ¢jecucion y el
desarrollo de la tesis en esta casa de salud debiendo la estudiante previo a la entrega del
trabajo definido en su respectiva Universidad el mismo sea entregado en cl
Departamento de Docencia e Investigacion para su analisis, revision y autorizacién, asi
mismo se haga entrega al Departamento un ejemplar final.

De existir alguna inquictud, deberd coordinar directamente en el drea de Docencia de este
Hosdpital.

Con sentimientos de distinguida consideracion.

- [ESS-HG-AM-DIN-2016-0635-M

WWW.[€85.gob.eC | W sssec fress D
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ANEXO 3: Técnicas de Coloracion

Técnica:
COLORACION DE WARTHIN STARRY (WS)

PRECALENTAR LA SOLUCION 1 A 50°C
PRECALENTAR LA SOLUCION2 A50°C
PRECALENTAR LA SOLUCION3 A50°C

MEZCLAR EN UN TUBO 2 m! PE LA SOLUCION 1Y
2 ml DE LA SOLUCION 2

1- DESPARAFINIZAR LOS CORTES.

2- HIDRATAR HASTA AGUA DESTILADA

3- COLOCAR 2 ml DE LA MEZCLA DE LAS
SOLUCIONES 1 Y 2 Y COLOCARLAS EN UNA CAJA
PETRY DURANTE 2 HORAS EN LA ESTUFA A 60 °C
4- ELIMINAR UN POCO DE LA SOLUCION DE LAS
PLACAS Y COLOCAR 2 ml DE LA SOLUCION 3
PRECALENTADA Y ESPARCIRLA UNIFORMEMENTE
POR TODA LA PLACA PARA QUE SE REVELE LA
COLORACION
5- LAVAR LAS PLACAS EN AGUA DESTILADA

6- DESHIDRATAR, ACLARAR Y REALIZAR EL
MONTAIJE DE LAS PLACAS.

62



COLORACION GIEMSA HISTOPATOLOGICOS

1.- Poner las placas de la estufa mmediatamente al NEOCLEAR 1 sumergirias varias

veces o dejar por 10 min.

2.- Pasar al NEQCLEAR 2 las placas v sumergirlas varias veces o dejab por 10 min.
3.- Pasamos al NEOCLEAR 3 v realizamos varias mmersionss o dejar por diez minutos.
4.- Dejamos secar.

3.- Pasamos por ALCHOHOL (1) AL 70 % sumergiendolas por veces 4 veces.

.- Pasamos por ALCHOHOL (2) AL 80 % sumergiendolas por veces 4 veces.

7.- Pasamos por ALCHOHOL (3) AL 100 % sumergiendolas por veces 4 veces.

8- Emjuagamos las placas varias veces hasta que estén limpias.

0 - Colocamos en GIEMSA previaments filtrado por 7 a 10 min.

10.- Enjuagamos hasta que salga clara 2l agua.

11.- Dejar secar.

12 .- Sumergir por NEOCLEAR (3 wveces).

13 - Dgjar secar.

14 - Realizar ¢l montaje.
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ANEXO 4: Registro de Resultados

HOJA DE RESULTADOS

CcODIGO HISTORIA . RESULTADOS
MUESTRA | EPAP | cLinica | SENERO [Gicmsa warthin starry
TNO027/2016 | 27 afios 38670 Masculino + ++

MTO054/16 | 47 afios | 34638410 | Femenino - -

AV068/16 | 25afios | 99683975 | Masculino | +++ +++

LIE069/16 | 19 afios | 99684616 | Masculino ++ +++
ChMOQ73/16 | 40 afios 485428 Femenino ++ ++

MLO78/16 | 60 afos 339889 Masculino - -

JO080/16 | 52 afios 471518 Femenino - -

VWO089/16 | 35afios | 99555079 | Masculino ++ +++

SC093/16 | 59 afios | 99497036 | Femenino ++ ++

IL115/16 | 46 aflos | 99498411 | Femenino - -
ChM117/16 | 46 aflos | 99675880 | Femenino - +

NF120/16 | 36 afios 9951979 Masculino - -

QA143/16 | 61 aflos | 99644665 | Femenino ++ ++

PE152/16 |49 afios | 99550309 | Masculino ++ ++

OM166/16 | 39 afos | 99504833 | Femenino + ++

GJ170/16 | 58 afios | 99519997 | Masculino - +

AJ199/16 | 39 afos | 99546633 | Femenino - -

SW262/16 | 60 afios 485085 Masculino - +

TM279/16 | 59 afios | 99681665 | Masculino - -

SL289/16 | 50 afios 50247 Masculino - +

JM319/16 | 51 afios 470463 Femenino - -

CT343/16 | 30afios | 99523883 | Masculino | +++ +++

JC396/16 | 58 afios 337772 Masculino ++ +++

EL408/16 | 61 afios 3440613 Masculino - -

FP463/16 | 51 afios | 99588105 | Femenino - -

MM932/16 | 50 afios | 99538206 | Masculino ++ +++

VM935/16 | 62 afios 339647 Masculino ++ ++

PV961/16 | 31afos | 99524494 | Masculino ++ ++
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JN986/16 | 43 aflos | 99540295 | Femenino - +
PS1108/16 | 31 aflos | 99491257 | Masculino - -
BL1113/16 | 55 afios | 99591233 | Femenino - +
SV1120/16 | 61 aflos | 34637208 | Masculino - -
CB1148/16 | 50 afios 470235 Femenino ++ ++
MR1190/16 | 38 afios 65750 Masculino - -
RB1191/16 | 56 afios | 99684268 | Masculino + ++
MM1232/16 | 42 afios 476134 Masculino - -
CM1235/16 | 27 afios 474297 Femenino - -
VC1246/16 | 56 afios | 99491671 | Masculino - +
RZ1277/16 | 54 afios | 99503845 | Femenino - -
RL1292/16 | 27 afios | 99680278 | Masculino - +
OL1293/16 | 49 afios 477788 Masculino - -
JJ1303/16 | 29 afios | 99615749 | Masculino ++ ++
CL1332/16 | 46 afos 88277 Masculino - ++
PH1362/16 | 46 afios | 99559174 | Masculino - -
VG1417/16 | 27 afios | 99693336 | Masculino - +
MD1427/16 | 56 afios | 99675682 | Masculino - -
MM1463/16 | 39 afios 484527 Masculino - -
PM1493/16 | 59 afios | 99529871 | Femenino ++ ++
MN1496/16 | 35 afios 9925558 Masculino - +
CS1499/16 | 52 afios 9632151 Femenino - ++

ELABORADO POR: Diana Vasconez
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ANEXO 5: Fotografias
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

ILUSTRACION 2: Blogues de Parafina

I Area .
- [ |nc|uslon

, |
ILUSTRACION 3: Congelacion de los bloques de parafina
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ILUSTRACION 5: Microtomia
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ILUSTRACION 7: Pesca de la Muestra
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A PN

ILUSTRACION 9: Paso de las Muestras por Alcohol
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ILUSTRACION 10: Reactivos de Warthin Starry

ILUSTRACION 11: Mezcla de Reactivos.
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Coloragg,

ILUSTRACION 12: Coloracion Warthin Starry

ILUSTRACION 13: Reactivo Giemsa
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ILUSTRACION 15: Paso de las Muestras por Neoclear.
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ILUSTRACION 16: Codificacion de las Placas Histopatologicas

ILUSTRACION 17: Organizacion de las Placas Histopatoldgicas
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Giemsa Warthin Starry

ILUSTRACION 19: Comparacion de Coloraciones.
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ILUSTRACION 20: Coloracién Warthin Starry

ILUSTRACION 21: Coloracién Giemsa
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