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Estandarizacion de nuevo protocolo
Inmunohistoquimico para identificar Helicobacter
pylori de biopsias gastricas y valoracion frente a la
tincion Hematoxilina-Eosina

Standardization of the new immunohistochemical protocol to identify
Helicobacter pyloritrom gastric biopsies and contrast against
Hematoxylin-Eosin staining

Jorge L. Jhoao Mejia-Parra™?, Andric Emanuel Guerrero-Espinoza®”,
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RESUMEN

Objetivo. Estandarizar un nuevo protocolo de inmunohistoquimica para identificar Helicobacter pylori, en biopsias
gdstricas. Material y Métodos: el trabajo se realizé en tres fases. La primera fase hace uso de anticuerpos
policlonales de conejo Anti-H. pylori como anticuerpo primario para la marcacion de dicha bacteria, ademds de un
polimero EnVision FLEX/HRP para la marcacion en biopsias gdstricas. En la segunda se modifico el contraste de la
inmunotincion con los colorantes Hematoxilina de Harris y Eosina Y, con la finalidad de apreciar con mds claridad la
citomorfologia del tejido gdstrico a examinar y a los posibles cambios histoldgicos pre malignos. Por ultimo se
procedioé a valorar los resultados frente a la tincion Hematoxilina y Eosina (H&E). Resultados y Discusion:
Demostramos que al realizar el nuevo protocolo de inmunohistoquimica facilita la identificacion de H. pyloriy a su
vez permite evaluar los cambios citomorfoldgicos en las biopsias gdstricas. El establecimiento de este protocolo
permitird estudiar adecuadamente la asociacién de la infeccidon por H. pylori y los cambios histologicos pre-
malignos en el tejido gdstrico.

Palabras Clave: Inmunohistoquimica; Helicobacter pylori; gastritis; cambios histolégicos pre malignos . Fuente:
DeCS-BIREME).

ABSTRACT

Objetive. Standardize a new immunohistochemical
protocol to identify Helicobacter pylori in gastric
biopsies. Materials and Methods: the work was carried
out in three phases. The first phase makes use of
polyclonal rabbit Anti-H. pylori antibodies as a primary
antibody for the labeling of said bacteria, in addition to
an EnVision FLEX / HRP polymer for labeling in gastric
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biopsies. In the second, the immunostaining contrast
was modified with the Harris Hematoxylin and Eosin Y
dyes, in order to more clearly appreciate the
cytomorphology of the gastric tissue to be examined
and the possible pre-malignant histological changes.
Finally, the results were evaluated against Hematoxylin
and Eosin (H&E) staining. Results and Discussion: We
show that by carrying out the new
immunohistochemistry protocol, it facilitates the
identification of H. pylori and, in turn, allows the
evaluation of cytomorphological changes in gastric
biopsies. The establishment of this protocol will allow
an adequate study of the association of H. pylori
infection and pre-malignant histological changes in
gastric tissue.

Keywords: Immunohistochemistry; Helicobacter pylori;
gastritis; pre-malignant histological changes (Source:
DeCS-BIREME).
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INTRODUCCION

Segun la Asociacion Internacional de Investigacion de
Cancer (IARC) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1994 clasificaron a la bacteria Helicobacter
pylori como carcindgeno del grupo 1 (Carcinégeno para
el ser humano)®. Los estudios que llevaron a esta
clasificacion iniciaron cuando Robin Warren y Barry
Marshall detectaron que H. pylori se encontraba en casi
todos los pacientes con inflamacion gastrica, Ulcera
duodenal o gastrica; y lo propusieron como etiologia de
estas enfermedades®. En todas las personas infectadas
esta bacteria produce gastritis cronica®; sin embargo a
pesar de que la infeccion afecta del 20% al 95% de la
poblacién adulta®, en la mayoria de los casos cursa
como una gastritis asintomatica y En menos del 20% de
los casos de la infeccion habra manifestaciones
clinicas, dadas por enfermedad por Ulcera péptica en
15%-18% de los casos y en menor proporcion, cancer
gastrico y linfoma MALT gastrico, con alrededor de 2 -

3%y menos del 1% de los casos, respectivamente®.

Se considera que el adenocarcinoma gastrico tipo
intestinal usualmente es precedido por una secuencia
de eventos histoldgicos que comienzan con la gastritis
cronica difusa y que eventualmente llevan a atrofia
gastrica, metaplasia intestinal gastrica y displasia,
secuencia en la que ademas estaria implicado la
infeccion por el H. pylori tanto en la induccion de la
inflamacion gastrica como con la progresion del
desarrollo de los cambios neoplasicosé. Entre las
lesiones que forman parte de esta secuencia
carcinogénica, la metaplasia intestinal gastrica
proporciona una interesante area de investigacion,
dado que es considerado ademas como un factor de
riesgo predictor independiente de subsecuente
desarrollo de malignidad gastrica, en especial en
sujetos infectados por H. pylori. Ademas la metaplasia
intestinal esta asociada a la infeccion por H. pyloriy el
reflujo biliar, aunque el H. pylori esta implicado como la

principal causa de metaplasia®.

El diagnostico de H. pylori no es facil de lograr debido a
las dificultades en acceder a su nicho ecoldgico y la
fragilidad de su naturaleza. Su deteccion continuara
siendo tema de gran interés debido a los riesgos
asociados a su presencia. Poder lograrlo implica del
conocimiento combinado, esfuerzos e investigacion por
parte de un grupo multidisciplinario que incluye
personal de laboratorio, microbidlogos, patologos,
médicos generales, médicos internistas vy

gastroenterélogos®.

La importancia que representa la deteccion precisa de
la H. pylori es esencial para correcto manejo del
paciente y es particularmente importante confirmar la
erradicacion de las bacterias después del tratamiento.
La bacteria en forma de espiral se puede ver en los
cortes tefidos con hematoxilina y eosina, pero se

detectan mas facilmente con colorantes especiales
tales como Giemsa o la tincion de plata de Warthin-
Starry. Ninguna de estas tinciones es especifica para el
organismo y todo puede ser dificil de interpretar debido
a la tincion no especifica de moco, la interpretacion
optima de estas tinciones requiere un cuidadoso
examen de las secciones a gran aumento8. Mas
recientemente, inmunohistoquimica, hibridacién in
situ y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
han propuesto como métodos de deteccion alternativos
altamente especificos®.

Sin embargo, la necesidad de usar tinciones especiales
0 métodos inmunihistoquimicos ha sido debatida en
anos recientes. Wang et al confirmaron que las
tinciones especiales, especificamente las
inmunohistoquimicas, no son costo-efectivas o
necesarias, por el contrario deberian usarse para
gastritis inexplicada y pacientes previamente tratados
con probable baja densidad del microorganismo™. Por
otro lado Smith y cols. hace unos afos en un estudio
retrospectivo en 200 muestras de mucosa gastrica
tomadas de forma consecutiva, valoraron la tincion
H&E frente a la inmunohistoquimica, con lo cual
corroboraron que H. pylori es facilmente observado en
la mayoria de casos en que se utiliza hematoxilina-
eosina con una sensibilidad de 91% y especificada de
98%, teniendo como resultados que para la
inmunohistoquimica 32 fueron positivas para H. pylori,
mientras que 29 casos fueron positivos con la tincion
H&E, llegando a la conclusion que es mas conveniente y
menos costosa usar la tincion H&E para identificar A.
pylori en biopsias gastricas"®. Por ultimo hay que
considerar aunque las técnicas inmunohistoquimicas
aumentan tanto la especificidad como la sensibilidad en
el diagnostico de la infeccion, pero ninguna de estas
técnicas, en la actualidad, es lo suficientemente
especifica como para obtener un diagnostico en tiempo

real de la infeccion por H. pylori™".

Se sabe que la técnica de inmunohistoquimica, permite
la realizacion de estudios retrospectivos para recuperar
diagnosticos de enfermedad de interés epidemiologico
con altos niveles de sensibilidad y especificidad,
proximos al 100%“?. Ademas la principal ventaja de la
inmunohistoquimica sobre otras técnicas es que se
conservan las relaciones entre los distintos
componentes en estudio y sobre todo que permite la

identificacion celular®.

Malfertheiner et al, sugieren que la mayoria de los
casos de infeccion por H. pylori pueden diagnosticarse a
partir de biopsias gastricas utilizando solo tincion
histoquimica. En casos de gastritis cronica (activa) en la
que no se detecta H. pylori por histoquimica, las
pruebas inmunohistoquimicas de H. pylori se pueden
utilizar como prueba auxiliar™'. En el caso de
histologia normal, no se debe realizar tincion
inmunohistoquimica™. Un argumento para el uso de
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inmunohistoquimica (IHC) es que puede acortar el
tiempo requerido para la busqueda de la bacteria,
especialmente en casos con un bajo nivel de
organismos. Sin embargo, el procedimiento de tincion
con IHC es mas costoso que las tinciones histoquimicas y
no esta disponible en todos los laboratorios. Algunos
estudios apoyan el uso de IHC de forma rutinaria, ya que
se ha demostrado que la tincion con hematoxilina y
eosina (H&E) es 42-99% sensible y 100% especifica en
comparacion con IHC, mientras que otros estudios no lo
hacen, ya que encontraron sensibilidad/especificidad
de IHC para ser 97/98% y 90/100%, en comparacion con

las tinciones de Giemsa y H&E, respectivamente™,

Los casos negativos por las tinciones histologicas son
tipicamente aquellos con un bajo nivel de H. pylori,
mientras que las muestras sin gastritis cronica (activa o
inactiva) son negativas para el organismo incluso
cuando se usa IHC. Por lo tanto, el uso de IHC podria
restringirse a casos con gastritis cronica (activa o
inactiva), gastritis atrofica (metaplasia intestinal
extensa) o en biopsias de seguimiento después del
tratamiento de erradicacion de H. pylori, cuando no se
identifican organismos mediante el uso de tinciones

histoquimicas"?.

La densidad de H. pylori también puede ser baja y
desigual, o el organismo puede aparecer como formas
cocoides en pacientes que reciben IBP"".

Estudios comparativos muestran que la
inmunohistoquimica presenta una elevada sensibilidad
y especificidad como lo demostré Shimizu et al tras
obtener los siguientes resultados, por tincion H&E
fueron positivos para H. pylori el 70% de los casos antes
del tratamiento y el 21% después del tratamiento, y
mediante la inmunohistoquimica se obtuvo el 85% y 41%
respectivamente"®. Por otro lado Jonkers et al en 1997
en un estudio realizado sobre 40 biopsias gastricas,
determinaron que la sensibilidad de la
inmunohistoquimica hacia H. pylori fue del 83,8 +/-
11,1%y la especificidad del 90,0 +/- 0,0%"".

De igual forma Ashton-Key et. al., demostraron la alta
eficiencia de la inmunohistoquimica al detectar 25
casos positivos para H. pylori a través de anticuerpos
policlonales en los cortes histoldgicos de un total de 38
biopsias, (15/26 muestras de biopsia con gastritis
cronica, 7/7 con linfoma MALT y 3/ 5 secciones
gastrectomia). A diferencia de los 14 casos positivas
tenidas con hematoxilina y eosina (10/26 muestras de
biopsia con gastritis cronica, 4/7 muestras de biopsia
con linfoma MALT, 0/5 secciones de muestras de
gastrectomia). Siendo incluso superior al PCR por el que
solo se logré identificar H. pylori en 17 casos (12/26
muestras de biopsia con gastritis crénica, 5/7 linfomas
de MALT y secciones de gastrectomia 0/5)®.

Actualmente en la investigacion de la infeccion por H.

Rev. cuerpo méd. HNAAA 13(3) 2020

pylori y su asociacion con cambios histologicos pre-
malignos y cancer gastrico se usan diversas técnicas
tintoriales asi como inmunohistoquimica y PCR, lo que
hace que este tipo de investigaciones sea
multidisciplinaria y a la vez se necesite de una elevada
capacitacion y experiencia a la hora de identificar la
bacteria; la falta de técnicas mas especificas y la poca
experiencia han llevado en muchos casos a reportes
erroneos de su presencia o ausencia a la hora de
diagnosticar la infeccion por H. pylori en biopsias
gastricas o para comprobar la efectividad del
tratamiento.

Es por ello que el presente trabajo de investigacion
tiene como objetivo estandarizar un nuevo protocolo
de inmunohistoquimica, con el fin de mejorar el
diagnodstico de la infeccion por H. pylori en biopsias
gastricas, al modificar y mejorar el contraste de la
inmunotincion, lo cual no solo nos permitira apreciar la
concentracion y dispersion exacta de la bacteria en el
tejido gastrico, sino también los cambios histologicos
pre malignos que se puedan presentar junto a la
infeccion por H. pylori.

MATERIALY METODOS

Muestras:

Se seleccionaron 35 tacos de biopsias gastricas del
banco de biopsias del servicio de Anatomia Patoldgica,
previo permiso otorgado por el comité de investigacion
del Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo.

Cortes histologicos de las biopsias gastricas:

El taco de parafina, previamente codificado, fue
colocado y alineado en el portabloque del micrétomo.
El micraje del corte fue regulado en 2 micras. Se uso
una cuchilla de primer uso nueva. Luego se desgasto el
taco, hasta que la superficie quedé homogénea, y se
obtuvo los cortes histoldgicos de las biopsias de 2
micras.

Los cortes histoldgicos fueron colocados en un
recipiente con agua, para facilitar la extension del
tejido en las laminas portaobjetos con carga. Cada
lamina portaobjetos fue rotulada con el codigo
asignado y el anticuerpo. Estas laminas fueron secadas
enunaestufaa60°C.

Desparafinado quimico:

Las laminas portaobjetos con los cortes histologicos de
las biopsias gastricas fueron desparafinadas utilizando
xileno mediante cuatro inmersiones separadas de 5
minutos. Luego se hidrataron con un porcentaje
decreciente de alcohol (100%, 90%, 80% y 70%). Cada 5
minutos respectivamente.

Protocolo de Inmunohistoquimica modificado:
Pretratamiento:
Para el pretratamiento se siguieron las especificaciones
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segun Dako 2015, fabricante del kit de deteccion:

Se preparé una solucién de trabajo diluyendo la
solucion recuperadora de antigeno EnVision™ Flex (50x)
concentrada, 1:50 en agua destilada o desionizada.
Luego se llenaron los tanques del PT - Link con cantidad
suficiente (1.5 L) de solucion de trabajo para cubrir las
secciones de tejido. El PT-Link fue precalentado a 65°C
durante 10 min previos. Posteriormente se sumergieron
los RACKS con los cortes histologicos adheridos a las
laminas portaobjetos en la solucion recuperadora de
antigeno EnVision™ Flex (solucion de trabajo) pre
calentada, en los tanques del PT - Link e incubar
durante 1h 30 minutos a 97° C. Lo que permitio
optimizar la desparafinacion y recuperar el epitopo
simultaneamente, con ayuda del equipo PT - Link y la
solucion recuperadora de antigeno EnVision™ Flex
(Tris/EDTA buffer, pH9). (La enzima recuperadora es de
naturaleza termoestable por lo que soporta
temperaturas de hasta 99°C). Luego se dejo enfriar las
secciones en el PT - Link hasta que la temperatura
llegue a 65°C"™,

Se retir6 cada Rack con las laminas del tanque del PT -
Link y fueron sumergidas inmediatamente en un tanque
con Tampon de Lavado EnVision ™ FLEX, diluida (20x) a

temperatura ambiente. Durante 5 minutos"®.

Finalmente las laminas con el tejido fijado fueron
remarcadas con el lapicero Dako de tal forma que se
delimito el area de dispersion en base al tamano del
tejido, colocandolas en camara himeda y luego se
procedié con la inmunotincion. Las secciones no deben
secarse durante el tratamiento o durante el

procedimiento de la inmunohistoquimica"™®.

Procedimiento de Inmunotinciéon modificado:

Se realizd el bloqueo de peroxidasa endogena con el
perdxido de hidrogeno (Peroxidase Blocking Reagent
Ready-to-use de Dako Citomation) 95:5, agregandose
50uL sobre el tejido fijado en las laminas portaobjetos
con carga durante 5 minutos fuera de la luzy en camara
humeda. Luego se lavaron dos veces cada 3 min con
solucion buffer (Tampon de Lavado EnVision ™ FLEX),
diluida (20x). Acto seguido fueron aplicados 50uL el
anticuerpo primario: Policlonal Rabbit Anti-Helicobacter
pylori, durante 20 min a temperatura ambiente.
Lavandose dos veces cada 3 minutos con Solucion buffer
(Tampoén de Lavado EnVision ™ FLEX), diluida (20x).
Posteriormente fueron agregados 50uL de polimero
(Polimero marcado EnVision™ FLEX/HRP) por 20
minutos. Las laminas portaobjetos fueron lavadas
nuevamente dos veces cada 3 minutos con Solucién
buffer (Tampdn de Lavado EnVision ™ FLEX), diluida
(20x). Y finalmente se agregd el cromdgeno (EnVision ™
FLEX DAB + Chromogen) 50ul en cada lamina por 10
minutos. Enjuagandose con solucion buffer (Tampon de
Lavado EnVision FLEX).

Contraste modificado:

Luego de realizarse la inmunotincion a los cortes
histolégicos de biopsias gastricas, estos fueron
sumergidos en Hematoxilina de Harris por 1 minuto,
luego se enjuagaron con agua corriente, para ser
sumergidas en carbonato de litio al 3% por 30 segundos,
volviéndose a enjuagar en agua corriente para eliminar
el exceso de reactivo y se introdujeron en eosina
durante 1 minuto; para eliminar el exceso de colorante
se lavo dos veces cada 5 minutos las laminas
portaobjetos con agua destilada. Finalmente los cortes
histoldgicos fueron secados a 60°C por 20 minutos en
una estufa para eliminar el excedente de agua y ser
aclaradas en xilol, mediante dos inmersiones de 5
minutos.

El montaje se realizo con resinay los cortes histoldgicos
fueron evaluados a 10Xy luego 40X en el microscopio.

RESULTADOS

En esta investigacion hemos estandarizado un nuevo
protocolo de inmunohistoquimica y a la vez hemos
comparado los resultados obtenidos con los de la
tincion hematoxilina y eosina (H&E), ya que es el
método diagnostico de la infeccion por H. pylori en
biopsias gastricas realizado en el servicio de anatomia
patologica.

Al aplicar el nuevo protocolo de inmunohistoquimica
paraidentificar H. pylori de biopsias gastricas, se obtuvo
un mejor performance en el reporte de la infeccién por
esta bacteria en los pacientes con gastritis cronica,
siendo exacta al definir la distribucion y concentracion
de H. pylori de color marrén, como se observa en la
figura 1. Asi mismo se determind con precision el
patron de distribucion de la bacteria tales como
intracelular, adherente-apical, libre en la mucosa
gastricay/oen laluz de las glandulas gastricas.

- o L

Figura 1
Vista panoramica (10X) de la Inmunomarcacién de H. pylori (color
marrén), ademas se aprecia su amplia distribucién tanto en la
mucosa gastrica superficial (1), faveolas y criptas gastricas ({1 )
y en la luz de las glandulas gastricas ( ).
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La tincion H&E realizada a las biopsias gastricas, no
define exactamente la concentracion de H. pylori,
siendo muchas veces confundida con tincion
inespecifica de moco, dando resultados falsamente
positivos. Sin embargo es de gran utilidad para la
descripcion del tejido gastrico, asi como para el
diagnostico de gastritis cronica, atrofia, metaplasia y
displasia. En la figura 2, se aprecia que la tincion H&E
de H. pylori no define exactamente la forma de la
bacteria, observandose difusa y poco clara, por lo cual
facilmente se podria confundir con tincion inespecifica
de moco o con detritus, dificultando el diagnostico de la
infeccion por H. pylori, a la vez se necesita de mucha
experiencia y de realizar observaciones a mayor
aumento 100X, para poder realizar un diagnostico
adecuado. Por el contrario con el nuevo protocolo de
inmunohistoquimica, la identificacion de H. pylori es
mucho mas facil y objetiva, como observamos en la
figura 3, permitiéndonos observarla dentro de las
criptas, faveolas y de las glandulas gastricas, siendo de

Figura 2
Vista panoramica de Tincién H&E a 40X, con Zoom x2, para poder
observar con mejor detalle la tincion de H. pylori (17 ) dentro de
una faveola gastrica.

Identificacion de H. pylori (color marrén) (3a - 40X) (3b - 10X) por
inmunohistoquimica, obsérvese la colonizacién dentro de las
glandulas gastricas (1) y de las faveolas del tejido gastrico ({I').
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Figura 4
Se aprecian cambios histologicos en el tejido gastrico, ademas la
presencia de H. pylori (color marrén). 4a. Vista de tejido gastrico
(40X) con cambios celulares reactivos, noétese los nucleos
hipercromaticos y ligeramente aumentados, asi como empezando
a migrar hacia la luz de la glandula gastrica. 4b. Vista a 10X de
tejido gastrico con metaplasia intestinal completa e incompleta.
4c. vista 10X de Metaplasia Intestinal completa e incompleta. 4d.
Displasia de bajo grado (40X) se aprecia incremento de la relacion
nucleo-citoplasma, hipercromasia y pérdida de la polaridad del
nucleo. 4e. Metaplasia intestinal incompleta con presencia de H.
pylori.

En efecto el nuevo protocolo de inmunohistoquimica
también permitio describir las caracteristicas del
tejido gastrico, pudiéndose realizar el diagndstico de
gastritis cronica asociada a cambios histologicos pre-
malignos como metaplasia, cambios celulares reactivos
y displasia (figura 4). Ademas tiene las ventajas que
brindan tanto de la tincion H&E como de la
inmunohistoquimica convencional, aumentando en
gran medida su utilidad para el diagndstico, pues
también es altamente sensible y especifico (tabla 2).

Tabla 1. Resultados de la Infeccion por H. pylori

Resultados Tincion H&E New IHQ
Negativo 14 13
Positivo + 6 1
Positivo ++ 10 5
Positivo +++ 5 16
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Asi mismo se determind la especificidad que fue 92,85%
(£8,5% 1C95%) y la sensibilidad que fue 95,23% (+7,0
IC95%) (Tabla 2), en funcion a los resultados obtenidos
por tincion H&E. La mayoria de las biopsias 22/35
resultaron positivas para H. pylori (tabla 1) usando el
nuevo protocolo de Inmunohistoquimica, también se
determino el valor de probabilidad al 95% de confianza
fue 0,002 (p < 0,05), en funcion de los resultados de 3
cruces positivas para H. pylori. Lo cual nos indica que los
resultados obtenidos con el nuevo protocolo tiene una
elevada significancia al diagnosticar la infeccion por H.
pylori en las biopsias gastricas de pacientes con gastritis
cronica, contribuyendo con un adecuado diagnéstico de
estainfeccion.

Tabla 2. Determinacion de la sensibilidad y
especificidad.

Tincion H&E
New - IHQ Total
Positivos  Negativos
Positivos 20 1 22
Negativos 1 13 13
Total 21 14 35

Sensibilidad: (20/21)*100 = 95.23% (+ 7.0 IC 95%)
Especificidad: (13/14)*100 = 92.85% (+8.5 IC al 95%)
p<0,05

DISCUSION

En nuestro pais la gastritis cronica causada por H. pylori
es altamente prevalente superando el 40% en todos los
estratos socioeconémicos, es de considerar que existan
técnicas que permitan un optimo y preciso diagnostico
de esta bacteria en el tejido gastrico antes y después
del tratamiento, es por esto que se estandarizo este
nuevo protocolo de inmunohistoquimica, el cual
demostro tener una sensibilidad del 95,23% y una
especificidad del 92,85%, la cual es superior a muchas
técnicas tintoriales y técnicas no invasivas, ademas nos
permite determinar claramente la distribucion y la
concentracion de la bacteria en el moco gastrico, las
faveolas, y en la luz de las glandulas gastricas. A
diferencia de Ashton-Key et. al® que consideran que H.
pylori puede verse en los cortes tenidos con
hematoxilina y eosina, en esta investigacion realizada
la coloracion de la bacteria no pudo verse con claridad
por lo cual se tuvo q recurrir a observacion con
objetivos de alto aumento como el de inmersion (100X)
para evitar las confusiones con la tincion inespecifica
de moco y detritus, como también lo habia propuesto
Ashton-Key et. al®., al mismo tiempo mencioné que las
coloraciones especiales tales como Giemsa o la tincion
de plata de Warthin-Starry detectan mas facilmente la
presencia de H. pylori, sin embargo lo que observamos
en los laboratorios de Anatomiapatoldgica e
histoquimica es que estas tinciones son complejas de
realizar y a la vez necesitan reactivos controlados y/o
peligrosos para la salud como la tincion de plata de

Warthin-Starry, por otro lado estas técnicas también al
igual que la tincién de H&E, no marcan especificamente
a la bacteria y tienden a deteriorarse con el tiempo
impidiendo una reevaluacion. A diferencia de nuestro
protocolo de inmunohistoquimica que marca de manera
especificay duradera a H. pylori, gracias a la utilizacion
de anticuerpos Policlonales de conejo especificos
contra antigenos termoestables que solo presenta H.

pylori.

En este contexto, esta técnica no solo ayuda a
diferenciar claramente la ubicacion, distribucion y
concentracion del microorganismo, sino también
permite describir el tejido gastrico y los cambios pre-
malignos como metaplasia, cambios reactivos celulares
y displasia. Segun lo descrito por Sanchez-Cuén et. al.”
en 2016, la infeccion de H. pylori esta implicada en la
secuencia de cambios pre malignos como Metaplasia y
displasia, en efecto hemos observamos la presencia de
H. pylori en tejido gastrico con metaplasia, cambios
celulares reactivos y displasia, considerando de tal
manera que la infeccion por H. pylori es un factor
importante para la aparicion de estos cambios pre-
malignos como también lo menciona Chacaltana et. al.¢
en 2012, afirmando que la infeccion por H. pylori es la
principal causa de metaplasia intestinal.
Contribuyendo con un adecuado diagnostico de los
pacientes con gastritis. Estas ventajas las adquiere
claramente al mejorar el contraste de fondo terminada
la Inmunomarcacion.

En los Gltimos anos el uso de técnicas
inmunohistoquimicas para la deteccion de la infeccion
por H. pylori ha sido debatido constantemente debido a
los costos-beneficios o si son necesarias, como lo
menciond Wang et. al.” en 2014, agregando que solo
deberian usarse para casos de gastritis inexplicadas o
en pacientes previamente tratados con baja densidad
del microorganismo. Sin embargo al comparar tanto las
concentraciones de 3 cruces (+++) obtenidos por
Tincion H&E como por el nuevo protocolo de
inmunohistoquimica se obtuvo a través de la evaluacion
de test de hipotesis para dos proporciones
independientes que el uso del nuevo protocolo de
inmunohistoquimica es significativo (p = 0,002) (95% de
confianza), y puede ser usado para el correcto
diagnostico de la infeccion de este microorgamismo.

Por otro lado el nuevo protocolo de inmunohistoquimica
tiene una sensibilidad de 95,23% siendo superior a la
sensibilidad de la tincion H&E obtenida por Smithy cols
que fue solo del 91%, de la misma manera el nUmero de
biopsias positivas fue mayor que el obtenido por la
tincion H&E. Adiferencia de la recomendacion dada por
Smith y cols, el uso de este nuevo protocolo
estandarizado de inmunohistoquimica es de gran ayuda
y de vital importancia para el diagnostico de la
infeccion por H. pylori en biopsias gastricas, ademas
como una de sus ventajas, podremos visualizar las
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caracteristicas histoldgicas del tejido gastrico
estudiado asi como los cambios pre-malignos que estos
puedan presentar.

En relacion a los estudios realizados por Shimizu et.
al. "¢ en el cual encontro gran diferencia en porcentajes
de los resultados positivos para la infeccion por H. pylori
en biopsias gastricas que obtuvo tras comparar la
tincion H&E (70% positivos) con la Inmunohistoquimica
(84% positivos), en esta investigacion tal margen es
minoritario, pues solo realizamos estudios sobre 35
biopsia, y observamos que en 22/35 biopsias fueron
positivas para H. pylori usando el nuevo protocolo de
inmunohistoquimica, mientras que 21/35 fueron
positiva usando la tincion H&E. Por el contrario si nos
basamos en el reporte semicuantitativo de la
concentracion de H. pylori, si obtenemos diferencias
significativas al obtener que 17/35 biopsias presentaron
3 cruces (+++/+++) de positividad para H. pylori usando
el nuevo protocolo, a diferencia de solo 5/35 biopsias
con 3 cruces (+++/+++) obtenidos por Tincion H&E. De
igual forma Ashton-Key et. al.®, demostraron la alta
eficiencia de la inmunohistoquimica al detectar 25/38
positivos para infeccion por H. pylori.

En contraste con los datos obtenidos por Jonkerst et.
al."” en un estudio realizado sobre 40 biopsias
gastricas, en el cual determinaron que la sensibilidad
de la inmunohistoquimica hacia H. pylori fue del 83,8
+/- 11,1% y la especificidad del 90%, este nuevo
protocolo estandarizado de inmunohistoquimica
obtuvo un 95,23% (x7,0 1C95%) de sensibilidad y un
92,5% (+8,5 1C95%) de especificidad, siendo superiores
sutilmente a los determinados Jonkers et. al.

El nuevo protocolo de inmunohistoquimica
estandarizado, es de gran utilidad e importancia para el
diagnostico de la infeccion por H. pylori, debido a su
elevada sensibilidad y especificidad como prueba
diagnostica. Ademas nos permite observar los cambios
histolégicos pre-malignos que se puedan presentar
junto a dicha infeccion.
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