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DIAGNGSTICO MORFOLOGICO DE HELICOBACTER PYLORI MEDIANTE CITOLOGIA GASTRICA
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RESUMEN

Se conoce que en Cuba la citologia géstrica por cepillado no habia sido utilizada para el diagndstico morfolégico del
Helicobacter pylori. Se realizé en el Instituto de Gastroenterologia, mediante endoscopia, a 625 pacientes adultos, 585
con gastritis cronica y 40 con dlcera gastrica. Se fijaron las muestras en alcohol de 95° Se probaron las coloraciones de
Papanicolaou, hematoxilina y eosina, Gram, safranina y azul de metileno al 2 %. Se observaron las muestras en un
microscopio 6ptico previamente calibrado. Se diagnosticé H. pylori en 310 gastritis crénicas y en 28 ulceras, 2 de las
cuales eran malignas. Se diagnosticé H. heilmannii en un caso con dlcera géstrica negativo de H. pylori. Se eligi6 el azul
de metileno al 2 % para la coloracion.

DeCS: HELICOBACTER PYLORI/citologia; HELICOBACTER PYLORI/aislamiento y purificacién; GASTRITIS
CRONICA/diagnéstico, ULCERA GASTRICA/diagnéstico, ENDOSCOPIA DEL SISTEMA DIGESTIVO; COLO-

RACION/métodos.

Aunque por la acidez del estomago parecia in-
concebible que alli pudieran sobrevivir bacterias, desde
finales del siglo pasado se reportaron bacterias
espiladas en el estdbmago de perros y gatos, ' que des-
pués han sido bien estudiadas.*® En 1984 fue aislada
de la mucosa géastrica humana una bacteria espirilada
que denominaron Campylobacter pyloridis®'?
posterioprmente, por reglas de nomenclatura en latin
cambiaron a Campylobacter pylori.** Los estudios al
microscopio Optico y al microscopio electrénico per-
mitieron conocer en detalles su morfologia'*!> y mas
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tarde, con la aplicacién de las modernas técnicas de
biologia molecular se pudieron secuenciar las bases
nitrogenadas de la molécula 16S del RNA ribosomal
de esta bacteria,*'*'® lo que determind el surgimien-
to de un nuevo género: Helicobacter; entonces se le
dio a esta bacteria el nombre H.pylori. En este géne-
ro fueron incluidas otras bacterias gastricas produc-
toras de ureasa, de las cuales solamente H. heilmannii
y H. felis*'" han sido reportadas en seres humanos.
Al microscopio 6ptico H.pylori se observa en
forma de S simple o doble (una a continuacion de la
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otra), mide 2,5 a 4 mm de largo y 0,5 a 1 mm de
grosor, y en un extremo tiene de 4 a 6 flagelos, pero
estos no se observan al microscopio Optico. '8

Se ha comprobado que H. pylori coloniza la mu-
cosa gastrica en cualquier parte del tubo digestivo que
esta exista, no asi en las areas de metaplasia intesti-
nal.!® Esta bacteria ha sido implicada en la patogénesis
de la gastritis crénica, ulcera gastroduodenal y del
cancer gastrico (carcinomas géstricos y linfomas.*
10,12,18-30

En la actualidad existen diversos métodos diag-
nosticos para determinar la presencia de H. pylori'®222+3
los no invasivos y los invasivos; estos ultimos com-
prenden todas las técnicas de deteccion del microor-
ganismo en la mucosa gatrica e implican la realiza-
cién de una endoscopia para obtener muestras, algu-
nos son mas caros, trabajosos y nos ocupan mas tiem-
po, como son el cultivo de la bacteria, las modernas
técnicas de biologia molecular (PCR) y la localiza-
cion de ésta en la biopsia gastrica. Existen otros mas
baratos. Sencillos y rapidos.!%-22:25:27:29-31

En Cuba, el Lic. Buesa inici6 los cultivos de H.
pylorien 1986.'° Desde 1991 se ha implantado en nues-
tro pais el método rapido de la ureasa utilizando el
Urepyl - L?%7 para el diagnéstico enzimatico de la
bacteria, mediante el cual se le agrega al fragmento
de mucosa gastrica, una solucién-sustrato amarilla
pajiza y ésta en presencia de la ureasa (enzima pro-
ducida por la bacteria, si estd presente) cambia de
color a rosado rojizo.

En los tultimos tiempos, algunos trabajos han de-
mostrado la utilidad de la citologia géstrica por cepi-
llado en el diagnéstico morfoldgico de H. pylori,*-*
pero en nuestro pais la citologia no se habia utilizado
con esta finalidad.

Nuestros objetivos de trabajo fueron realizar el
diagndstico morfolégico de la bacteria mediante
citologia gastrica por cepillado en pacientes con gas-
tritis crdnica y/o ulcera gastrica y probar varias téc-
nicas de coloracion para elegir la de los mejores re-
sultados de acuerdo con el grado de nitidez, contras-
te, monotonia, costo, tiempo, posibilidad de realizar
al mismo tiempo el diagndstico de malignidad y la
conservacion de las laminas.
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METODOS

Se les hizo citologia gastrica por cepillado a 625 pa-
cientes adultos, 585 con gastritis crénica y 40 con
ulcera gastrica, en el periodo comprendido entre ju-
lio de 1995 y el propio mes de 1998, en los salones de
endoscopia de esta institucion. Se prepararon 2 1a-
minas de cada paciente como minimo y fueron fija-
das en alcohol de 95°, durante un tiempo minimo de
15 min. Se probaron las coloraciones de Papanicolau,
hematoxilina y eosina, Gram, safranina y azul de
metileno al 2 % a pH alto. En las preparaciones fijas
de Papanicolau y hematoxilina y eosina, el montaje
se realizo con balsamo del Canada. En el resto de las
coloraciones, las ldminas se dejaron secar al aire.
Las muestras fueron observadas primero con lentes
de pequeios aumentos para localizar el mucus y los
grupos de células glandulares y después, con lentes
de inmersion para buscar las bacterias espiraladas
en un microscopio optico previamente calibrado. Las
ldminas sin montaje, que se dejaron secar al aire, se
conservaron para ser observadas al transcurrir el
tiempo y asi valorar la conservacion del germen y la
calidad de la coloracion. Para evaluar los resultados
de las diferentes técnicas de coloracion se tuvo en
cuenta: nitidez (facilidad para precisar la imagen),
contraste (diferentes grados de iluminacién en dife-
rentes puntos), monotonia (igual tonalidad del color
en todo el extendido), costo (el valor de los reactivos
utilizados), tiempo (el tiempo empleado en el proce-
samiento y diagnostico de cada técnica) y posibilidad
de realizar el diagndstico de malignidad en la misma
lamina (segun el grado de conservacion morfoldgica
de las células, fundamentalmente estructuras nuclea-
res). Los resultados se presentaron en tablas en for-
ma descriptiva, en frecuencias absolutas y porcenta-
jes.

RESULTADOS

Mediante este método diagndstico se pudo cons-
tatar la presencia de abundantes bacterias espiraladas
en forma de S simple o doble (una a continuacién de
la otra) cuya morfologia y morfometria correspon-



den a H.pylori, en medio del mucus gastrico o entre
las células glandulares, concomitantemente fueron ob-
servadas en muchos casos bacterias en forma de co-

cos, bacilos, monilias, infiltrado inflamatorio y mate-
rial necrético (figuras 1-6). Los bacilos y diplococos
generalmente cubrian las células escamosas prove-
nientes de la contaminacién del equipo de la porcion
alta del tubo digestivo.

FIG. 1. Abundantes bacterias espiraladas en forma de ~ 0 ~ correspon-
dientes a H. pylori, obtenidas de un cultivo (coloracién de Gram 1 200X).

FIG. 2.Abundantes H. pylori bordeando un grupo de células géstricas bien
conservadas con algunos leucocitos (coloracion: azul de metileno al 2 % a
PH alto, 1 200X).

Los resultados se muestran en la tabla. Al calcu-
lar el porcentaje se consideré como total el nimero
de muestras citologicas ttiles para diagnostico. El
H.pylori estuvo presente en 338 de las 524 muestras
citoldgicas; en 310 de las 486 gastritis y en 28 de las
38 ulceras.

FIG. 3.Campo lleno de bacterias tipo H. pylori y algunas formas cocoideas
(coloracion: azul de metileno al 2 %, a pH alto, 1 200 X).

FIG. 4.Presencia de H. pylori y otras hacterias en un extendido hemorrégico
con abundantes células necrdticas e infiltrado inflamatorio proveniente de
una tilcera gastrica (coloracién: azul de metileno al 2 % a pH alto, 1 200 X).

En 2 de las tlceras con citologias positivas para
H.pylori, la endoscopia era sospechosa de maligni-
dad, en ambos casos, los extendidos citoldgicos mos-
traron células glandulares con caracter de maligni-
dad y en la biopsia se confirmé adenocarcinoma de
estdmago. En la citologia de un paciente con ulcera,
negativa para H. pylori se observaron bacterias
espiraladas no H.pylori, cuya morfologia y
morfometria se correspondian con H. heilmannii.
En total hubo 101 casos (16 %) no ttiles para diag-
nostico.
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FIG. 5. Abundantes 4. pylori en un paciente con gastritis que toman la
coloracion de Gram positiva o negativa de acuerdo con el grosor del mucus
(coloracion de Gram, 1200 X).

FIG. 6. Frotis gastrico con abundantes H. pylori algunos restos celulares y
leucacitos (coloracion: safranina, 1 200X).

Todas las técnicas de coloracion utilizadas per-
mitieron visualizar las bacterias. Las técnicas de
Papanicolau y de hematoxilina-eosina no resultaron
de nuestra eleccion, por ser mas largas y costosas,
aunque ofrecen la ventaja de poder realizar al mis-
mo tiempo el diagndstico de malignidad y de archi-
var las laminas por tiempo indefinido. De las técni-
cas no permanentes, la de Gram es util, pero colo-
rea el extendido muy irregularmente y presenta
muchos artefactos de coloracién, pues H.pylori en
extendidos procedentes de cultivos es Gram negati-
vo, sin embargo en nuestro trabajo, en las ldminas
obtenidas por cepillado de la mucosa géstrica, en
algunos campos y en medio de secreciones gastricas,
la bacteria se tefifa fuertemente con este colorante.
La safranina ofrece una imagen mondtona que can-
sa la vista del observador. Las ldminas de las 3
coloraciones no permanentes conservaron la cali-
dad de la preparaciéon y la morfologia del germen
hasta los 3 meses. El azul de metileno al 2 % fue
nuestra técnica de eleccidon porque proporciona
mayor contrastre, resalta la morfologia de H.pylori
y es la més sensilla, barata y rapida.

DISCUSION

En este trabajo se detectd la presencia de
H.pylori enel 65 % de los casos estudiados, en el 64 %
de las gastritis cronicas y en el 74 % de las tlceras
gastricas, mientras que el 16 % de los extendidos
citoldgicos resultaron no utiles por muestra escasa.

TABLA. Frecuencia de H. pylori diagnosticado por citologia en gastritis cronica y tlcera gastrica

Diagnéstico

endoscopico H. Pyloru + H. Pylori - Util No dtil Total
Gastritis cronica 310 (64 %) 176 (36 %) 486 99 (17 %) 585
Ulcera gastrica 28** (74 %) 10% (26 %) 38 2 (5 %) 40
Total 338 (65 %) 186 (35 %) 524 101 (16 %) 625
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* 1 dlcera gastrica negativa de H.pylori con presencia de H. Heilmannii.
** 2 llceras gastricas cancerosas positivas de H. Pylori.



Parte de nuestra casuistica (235 gastritis) fue ob-
jeto de un estudio multidisciplinario, de una tesis de
grado, cuyos resultados fueron presentados en el
V Congreso Nacional de Gastroenterologia.***' Se eva-
Iué la citologia exfoliativa como método diagnostico
para H.pylori que mostr6 una sensibilidad del 72 %,
una especificidad del 100 % y una eficiencia del 77 %
en relacion con la histologia, que fue considerada
“prueba de oro”. En ese trabajo se comprobd que existe
una estrecha relacion entre la gastritis y la presencia de
H.pylori en el antro gastrico y que al aumentar la densi-
dad de esta bacteria aumenta la severidad de la gastritis
crénica diagnosticada histol6gicamente, ademas que este
germen puede aparecer en mucosas histolégicamente
normales, provocar sintomas dispépticos y colonizar el
antro gastrico, independientemente de la existencia o0 no
de reflujo duodeno-gastrico.

Faraker” en 1996, demostr6 que aunque tanto la
citologia como la biopsia tenian una especificidad de
100 %, 1a sensibilidad de la citologia por cepillado era
mayor que la biopsia, ya que el barrido del cepillo
abarca mayor superficie de la mucosa y como es co-
nocido, esta es colonizada por H.pylori en parches.

El H.pylori estd presente en la mitad de los pa-
cientes con dispepsia y la infeccidn se incrementa con
la edad,* es el agente etioldgico en mas del 80 % de
las gastritis*® y en la ulcera géstrica tiene una fre-
cuencia de 75 %.%

Es bueno aclarar que en muchos de nuestros ca-
SOS con ureasa positiva y citologia negativa para
H.pylori se observaban formas cocoideas en medio
del infiltrado inflamatorio y material necrdtico. Se-
gin Goodwin,'® cuando H.pylori es cultivada en me-
dios sélidos, las verdaderas formas espiriladas pue-
den ser escasas o estar ausentes, las cuales también
aparecen después de una exposicion al oxigeno, se
asume que estas formas cocoideas son indicativas de
un estadio latente y sirven a la supervivencia del orga-
nismo cuando las condiciones ambientales son desfa-
vorables. También debemos tener en cuenta que estas
bacterias son capaces de producir diferentes enzimas
y proteinas citotOxicas para las células epiteliales,?¢
lo cual produce gran necrosis celular y que la res-

puesta inflamatoria (que depende individualmente de
cada sujeto)?*>2 dificulta en ocasiones la observa-
cioén del microorganismo , que logra subsistir oculto,
bajo un material necrético y abundante material in-
flamatorio.

Se demostr6 la presencia de H.pylori en 2 pa-
cientes, cuyas citologias y biopsias confirmaron la
existencia de adenocarcinoma de estomago; lo que
se puede asociar a la participacion de H.pylori en la
etiologia del cancer gastrico.?023%

Este método diagnéstico nos permitié informar
por primera vez la presencia de una bacteria no re-
portada en nuestro pais, H.heilmannii, 1o que nos lle-
va a enfatizar en que “no siempre H.pylori es la bac-
teria responsable de la presencia de ureasa en el es-
tomago humano”, los falsos positivos de la ureasa
para H.pylori pueden explicarse por la presencia de
otras bacterias (H.heilmanni, H. felis, Proteus,
Pseudomonas, Klepsiella, estafilcocos y strep-
tococos).**3 Para el diagnéstico de H.pylori no bas-
ta el test de la ureasa, es necesario ademas utilizar
otros métodos mas especificos como la biopsia o la
citologia por cepillado de la mucosa gastrica, el cul-
tivo seria el idoneo, pero actualmente en nuestro pais
no se estd aplicando en la préctica diaria, porque la
técnica es cara, trabajosa, lenta y sélo especialistas
de mucha experiencia logran altos niveles de sensibi-
lidad.

En conclusién, en nuestro trabajo se detectd la
presencia de H.pylori enel 65 % y el azul de metileno
al 2 % fue nuestra técnica de eleccion porque pro-
porciona mayor contraste, resalta la morfologia de
H.pylori y es 1a mas sencilla, barata y rapida. Todas
las coloraciones probadas en nuestro trabajo permi-
ten visualizar la bacteria; las no permanentes proba-
das son ttiles para el diagnéstico del germen hasta
los 3 meses.

La citologia gatrica por cepillado también es 1til
para diagnosticar especies del género Helicobacter
menos frecuentes en el ser humano; este método debe
ser utilizado conjuntamente con otros como el test de
la ureasa, para aumentar la eficiencia en el diagnds-
tico de la bacteria.
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SUMMARY

It is known that in Cuba the gastric brush citology has not been used for the morphological diagnosis of Helicobacter pylori. It was performed
by endoscopy to 625 adult patients , 585 with chronic gastritis and 40 with stomach ulcer, at the Institute of Gastroenterology. The samples
were fixed in alcohol 95 %. Papanicolaou’s stains, hematoxylin and eosin , Gram’s stain, safranin and methylene blue were tested. The
samples were observed on a previously calibrated optical microscope. H. pylori was diagnosed in 310 chronic gastritis and in 28 ulcers, 2 of
them were malignant. H. heilmannii was diagnosed in a case with stomach ulcer negative to H. pylori. Methylene blue 2 % was selected for
staining.

Subject headings: HELICOBACTER PYLORI/citology; HELICOBACTER PYLORI/isolation & purification; GASTRITIS/diagnosis;
STOMACH ULCER/diagnosis; ENDOSCOPY, DIGESTIVE SYSTEM; STAINING/methods.
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