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Resumen

Objetivo: Determinar la concordancia interobservador y capacidad diagndstica del azul
de metileno de HAMA (AM-HAMA) en comparacion con dos métodos de coloracién para la
identificacion de Helicobacter pylori. Método: Estudio transversal que evalué 99 bloques de
parafina de biopsias gastricas almacenadas en un laboratorio privado. Se elaboraron tres cortes
por cada bloque, y se aplicaron los métodos de coloracion de Hematoxilina-Eosina (HE),
GIEMSA, y AM-HAMA. Se calcularon, principalmente, los estadisticos Kappa y la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de verosimilitud. Resultados: La
coloracion AM-HAMA obtuvo la mayor concordancia interobservador (Kappa=0.87) en
comparacion con los otros dos métodos (HE, Kappa=0.51; GIEMSA, Kappa=0.83). También,
obtuvo la mejor sensibilidad, valor predictivo y razon de verosimilitud negativas (97.1%,
98.3%, 0.03, respectivamente), en comparacion con los otros dos métodos (HE: 68.6%, 85.1%,
0.32, respectivamente; GIEMSA: 88.6%, 93.9%, 0.12, respectivamente). No obstante, obtuvo
la menor especificidad, valor predictivo y razén de verosimilitud positivos (92.2%, 87.2%,
12.45, respectivamente) en comparacion con los otros dos métodos (HE: 98.4%, 96%, 42.88,
respectivamente; GIEMSA: 96.9%, 93.9%, 28.88, respectivamente). Conclusiones: Dada la
fiabilidad estadistica de este nuevo método, y sus caracteristicas propias (muy rapido, barato,
accesible, y simple en su aplicacién), seria el ideal para tomar en cuenta, adicional al de rutina

(Hematoxilina-Eosina), en los laboratorios de Histotecnologia o de Anatomia Patoldgica.

Palabras clave: Helicobacter pylori, coloraciones azures, técnicas histologicas.



Abstract

Objective: To determine the interobserver agreement and diagnostic capacity of HAMA
methylene blue (AM-HAMA) in comparison with two staining methods for the identification
of Helicobacter pylori. Method: Cross-sectional study that evaluated 99 paraffin blocks of
gastric biopsies stored in a private laboratory. Three sections were made for each block, and
the Hematoxylin-Eosin (HE), GIEMSA, and AM-HAMA staining methods were applied.
Mainly, Kappa statistics and sensitivity, specificity, predictive values, and likelihood ratios
were calculated. Results: AM-HAMA staining obtained the highest interobserver agreement
(Kappa=0.87) compared to the other two methods (HE, Kappa=0.51; GIEMSA, Kappa=0.83).
Also, it obtained the best negative sensitivity, predictive value and likelihood ratio (97.1%,
98.3%, 0.03, respectively), compared to the other two methods (HE: 68.6%, 85.1%, 0.32,
respectively; GIEMSA: 88.6%, 93.9%, 0.12, respectively). However, it obtained the lowest
positive specificity, predictive value and likelihood ratio (92.2%, 87.2%, 12.45, respectively)
compared to the other two methods (HE: 98.4%, 96%, 42.88, respectively; GIEMSA: 96.9%,
93.9%, 28.88, respectively). Conclusions: Given the statistical reliability of this new method,
and its own characteristics (very fast, cheap, accessible, and simple in its application), it would
be the ideal one to consider, in addition to the routine one (Hematoxylin-Eosin), in

Histotechnology or Pathological Anatomy laboratories.

Keywords: Helicobacter pylori, azure stains, histological techniques.
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l. Introduccion

Actualmente, existen diversos métodos para la identificacion de Helicobacter pylori,
los cuales, asi como presentan multiples ventajas, también hay ciertos inconvenientes. Por ese
motivo, no se ha establecido un Gold Standard a base de una sola prueba, de hecho, se sugiere
aplicar por lo menos dos métodos diagndsticos para llegar a una conclusion sobre la presencia
de esta bacteria.

Existen pruebas que son los de eleccion, no solo por sus altos valores de sensibilidad y
especificidad, sino también por la mejor imagen que se genera para esta bacteria, lo que
disminuye el tiempo de lectura por parte del experto, como son la inmunohistoquimica y la
impregnacion argéntica de Warthin-Starry.

No obstante, de qué vale que se tenga una muy buena capacidad diagnostica, si estos
métodos seran muy complicados de poder aplicarlos en la rutina diaria, porque sus desventajas
son mayores a los aspectos relevantes, como lo son el presentar reactivos inaccesibles (alto
costo) y protocolos de ejecucion complejos.

Entonces, esta investigacion desarrollé la validacion de un método de identificacién
para Helicobacter pylori en base a un nuevo colorante que sobrepasé los inconvenientes de
otros métodos de coloracion mencionados en el parrafo anterior.

Para ello, se disefio un estudio transversal que busc6 comparar los estadisticos de
capacidad diagnostica (sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de
verosimilitud) y concordancia interobservador (a través del estadistico Kappa convencional y
ajustado) de este nuevo método de coloracion con otros dos convencionales en bloques de
parafina de biopsias provenientes de un laboratorio privado, llegando a la conclusion que se
obtuvo la mejor fiabilidad estadistica para esta nueva coloracion para la identificacion de

Helicobacter pylori.



1.1. Descripcion y formulacion del problema

Helicobacter pylori es una bacteria gran negativa, en forma de espiral, y cuya principal
afeccion en el ser humano, es su colonizacion en el epitelio gastrico (Garg et al., 2012). Esta
fue descubierta en 1983 por Warren y Marshall en la mucosa géstrica de pacientes con gastritis
cronica activa y Ulcera péptica (Marshall, 2008).

En general, se estima que mas de la mitad de la poblacion mundial se encuentra
infectada con esta bacteria (Bamanikar et al., 2018). No obstante, la prevalencia de infeccién
puede variar considerablemente entre diversos grupos poblacionales, siendo los principales
factores de riesgo: El nivel socioeconémico, la edad, el estado de fumador, alcoholismo y una
dieta con exceso en sal y de carnes ahumadas, asadas o procesadas (Gonzalez y Rodriguez,
2011).

El diagndstico de esta infeccién puede realizarse mediante métodos no invasivos e
invasivos. El primero se realiza como método de screening o de tamizaje en diferentes tipos de
muestra como sangre, esputo, heces y aliento. Por otro lado, el segundo se utiliza como método
confirmatorio, y, para ello, se necesita la realizacion de endoscopias para la toma de biopsias
gastricas (Ramirez y Sanchez, 2009).

En este segundo grupo, se pueden ejecutar diversas pruebas de laboratorio como el test
rapido de la ureasa, cultivo, reaccion en cadena de la polimerasa, y coloraciones
histopatoldgicas como la Hematoxilina-Eosina, Giemsa, Warthin-Starry, Wayson e
inmunohistoquimica (Lee y Kim, 2015).

Siendo el método de coloracion Hematoxilina-Eosina, el convencional para cualquier
laboratorio de Histotecnologia o de anatomia patoldgica. dado que no solo provee informacién
sobre la presencia de Helicobacter pylori (de un color morado pélido), sino también, sobre
otras patologias coexistentes, como la presencia de gastritis activa, metaplasia intestinal,

displasia, entre otros. En segunda instancia, el de preferencia es el método de coloracion de



Giemsa, el cual, provee también informacidn sobre la presencia de esta bacteria (de color azul
claro), y también sobre las otras patologias descritas, dado que también esta compuesto por una
mezcla de colorantes basicos y acidos, asi como la Hematoxilina-Eosina (Batts et al., 2013).

No obstante, tanto para estos dos métodos de coloracion, como para otros secundarios
(Warthin-Starry, Wayson e inmunohistoquimica), el alto costo, tiempos prolongados de los
protocolos de ejecucidn, complejidad en la aplicacion, toxicidad y accesibilidad limitada para
algunos de los reactivos que forman parte de estos métodos de coloracion, ha generado
heterogeneidad para la eleccion entre uno u otro, independientemente de la fiabilidad
estadistica de los resultados.

Por los motivos mencionados, esta tesis formul6 el siguiente problema:

¢Cual serd la concordancia interobservador y capacidad diagndstica del azul de
metileno de HAMA en comparacién con dos métodos de coloracion para la identificacion de
Helicobacter pylori en bloques de parafina de biopsias géastricas?
1.2. Antecedentes

Chi et al., (2020) en el estudio cuyo objetivo fue “Comparar una nueva modificacion
de la coloracion Giemsa con la prueba rapida de la ureasa para la identificacion de Helicobacter
pylori”. Este estudio transversal evalué 233 bloques de parafina de biopsias gastricas
provenientes del departamento de patologia del Hospital Mackay, Taipei, Taiwan. Los
resultados principales fueron que la tincién de Giemsa modificada obtuvo una mayor deteccion
de Helicobacter pylori que la prueba rapida de la ureasa (48,1% vs 43,7%), y que esta nueva
modificacion, finalmente, presentd una sensibilidad del 91% y una especificidad del 100% en
comparacion con la prueba rapida de la ureasa. La conclusion fue que esta nueva modificacion
de la coloracién de Giemsa fue comparable con la prueba rapida de la ureasa, con las ventajas

de que es mas simple y ahorra mas tiempo que la tradicional (Chi et al., 2020).



Alkhamiss et al., (2020) en el estudio cuyo objetivo fue “Evaluar un nuevo método de
coloracion para la identificacion de Helicobacter pylori en biopsias géastricas”. Este estudio
transversal evalué 49 bloques de parafina de biopsias gastricas provenientes del servicio de
anatomia patologica en un hospital de nivel 11l en Arabia Saudita. El nuevo método (NM) para
la identificacion de Helicobacter pylori (H.P) se baso en la combinacion de la tincion del &cido
peryodico de Schiff (PAS) y tincion de Alcian Blue, y se la compard con la tincion de Giemsa.
Los resultados principales fueron que solo 15 biopsias mostraron gastritis activa, mientras que
el resto mostrd gastritis crénica, y 3 biopsias mostraron metaplasia intestinal. Todos estos
fueron detectados por el NM. No obstante, este NM mostro bajos resultados para la deteccion
de H.P, solo un 40% de sensibilidad y un 67,65% de especificidad en comparacion con el
Giemsa. La conclusion fue que este nuevo método de coloracién no presentd los resultados
esperados, y por lo tanto, no es recomendable como reemplazo de otros métodos de coloracion
para la identificacién de Helicobacter pylori (Alkhamiss, 2020).

Farouk et al., (2018) en el estudio cuyo objetivo fue “Comparar una nueva modificacion
de la tincion de Warthin Starry con la inmunohistoquimica para la identificacion de
Helicobacter pylori”. Este estudio transversal evalu6 104 bloques de parafina de biopsias
gastricas provenientes del Instituto de Ciencias Médicas y Tecnologia, Malasia. Los resultados
principales fueron que esta nueva modificacion de la tincion de Warthin Starry (WS) presentd
una menor sensibilidad en comparacion con la inmunohistoquimica (IHQ), luego, todos los
demas estadisticos fueron comparables. La sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo y negativo fueron, respectivamente, 50%, 92.4%, 79.2%, 76.3%. La conclusién fue
que el Gnico parametro no aceptable para esta nueva modificacion de WS seria la sensibilidad.
Se identificaron varios factores externos que podrian influir en los resultados. Sin embargo, se
necesitaria informacion suficiente sobre el historial de tratamiento y medicacién de los

pacientes, asi como también otros estudios que puedan corroborar ello (Farouk et al., 2018).



Himani et al.,, (2013) en el estudio cuyo objetivo fue “Comparar una nueva
modificacion de la coloracion de Gram con diversas coloraciones especiales y la reaccion en
cada de la polimerasa para la identificacion de Helicobacter pylori en biopsias gastricas”. Este
estudio transversal evalué 436 blogues de parafina de biopsias gastricas provenientes del
servicio de anatomia patoldgica de un hospital nivel 111, India. Los resultados principales fueron
que de los 60 casos positivos por el método de referencia (3 pruebas positivas por diferentes
métodos), las tinciones de Warthin-Starry, Hematoxilina-Eosina (H-E) y Giemsa mostraron un
100% de sensibilidad y valor predictivo negativo (VPN), mientras que solo 55 de los 60 fueron
confirmados mediante la nueva modificacion de la coloracion Gram. Finalmente, la
especificidad de H-E fue un poco mejor (87,9%) que Warthin-Starry (84,5%) y Giemsa
(84,5%). La conclusion fue que en un laboratorio donde no se dispone de una instalacion de
PCR (que es practicamente en la mayoria), la aplicacién de los diversos métodos de coloracion
aplicados pueden ser sustitutos adecuados, dado los valores diagnosticos mostrados,
incluyendo la nueva modificacién de la coloracion Gram, con las ventajas de que este Gltimo
es asequible y simple (Himani et al., 2013).

Trakarnvanich, (2007) en el estudio cuyo objetivo fue “Comparar una nueva coloracion
en comparacion con Giemsa para el diagnéstico de Helicobacter pylori en biopsias gastricas”.
Este estudio transversal evalu6 236 bloques de parafina de biopsias gastricas provenientes del
servicio de anatomia patoldgica del hospital general de Bangkok, Tailandia. La nueva
coloracion fue el azul de metileno al 1%, dado que esa coloracion no ha sido probada para la
identificacion de H.P. anteriormente. Los resultados principales fueron que, ambas tinciones
Giemsa (GM) y Azul de metileno (AM) tuvieron 51 casos positivos de HP y 181 negativos. Se
encontraron solo 4 casos discordantes, de los cuales, dos solo fueron positivos para GM y
negativos para AM; los otros dos restantes, viceversa. Esto generd una concordancia del 98,3%

y una discordancia del 1,7%. Entonces, existe una buena concordancia entre ambas (valor



Kappa = 0,951, p<0,05). La conclusion fue que esta coloracion de AM puede sustituir a la
convencional (GM), con las ventajas de que es mas rentable, requiere menos tiempo para su
ejecucidn, y presenta un protocolo mas simple (Trakarnvanich, 2007).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la concordancia interobservador y capacidad diagnostica del azul de
metileno de HAMA en comparacién con dos métodos de coloracion para la identificacion de
Helicobacter pylori en bloques de parafina de biopsias géastricas.

1.3.2. Objetivos especificos

Precisar los valores del estadistico Kappa interobservador convencional y ajustado del
azul de metileno de HAMA y de los otros dos métodos de coloracién (Giemsa y Hematoxilina-
Eosina) para la identificacién de Helicobacter pylori en bloques de parafina de biopsias
gastricas.

Calcular los valores de sensibilidad, especificidad, valores predictivos, y razones de
verosimilitud del azul de metileno de HAMA y de los otros dos métodos de coloracion (Giemsa
y Hematoxilina-Eosina), en comparacion con el Gold Standard, para la identificacion de
Helicobacter pylori en bloques de parafina de biopsias géastricas.

Establecer si el reporte de la presencia de Helicobacter pylori por alguno de estos
métodos de coloracion, en comparacion con el Gold Standard, es afectado por la
presencia/grado de alguna patologia gastrica coexistente o zona gastrica evaluada.

1.4. Justificacion

La presencia de Helicobacter pylori es considerada un factor de progresién dentro del

camino causal hacia el cancer gastrico mas comun, el cual, es el adenocarcinoma (hasta en el

90% de los pacientes). Su presencia promueve el avance para las siguientes fases: gastritis



cronica sin atrofia, atrofia gastrica, metaplasia intestinal, displasia gastrica y finalmente, cancer
gastrico (Ramirez, 2021).

En ese sentido, la identificacion de esta bacteria es de suma importancia para un
tratamiento oportuno. Por ese motivo, los rangos de sensibilidad (S) y especificidad (E)
reportados de diferentes métodos de coloracion son los siguientes: Hematoxilina-Eosina (S:
44.7% — 83%, E: 75% — 100%); Giemsa (S: 62% — 92.1%, E: 88.8% — 100%); Warthin-Starry
(S: 62% — 97%, E: 85.7% — 98%); Inmunohistoquimica (S: 97% — 98.8%, E: 99.2% — 100%)
(Ahmad et al., 2011; Ali, 2016; Bamanikar et al., 2018; Farouk et al., 2018; Hartman y Owens,
2012; Kocsmar et al., 2017; Marin et al., 1996; Pranjal y Kalpana, 2015).

De las referencias y datos mostrados en el parrafo anterior, se desprenden las siguientes
ventajas y desventajas: Hematoxilina-Eosina, a pesar de que es la que rutinariamente se realiza,
puede llegar a presentar una baja sensibilidad; Giemsa, presenta una sensibilidad y
especificidad aceptables, asimismo, es una técnica simple (pocos pasos a seguir durante su
ejecucidn), pero los protocolos de ejecucion son relativamente extensos (desde 45 minutos
hasta 24 horas) dependiendo de la técnica escogida (autor), ademas de presentar un costo
relativamente alto; Warthin-Starry, presenta una muy buena especificidad y una sensibilidad
aceptable, pero con una reproducibilidad variable (muchos pasos a seguir durante su ejecucion
y con protocolos heterogéneos), ademas de presentar un costo alto; Inmunohistoquimica,
presenta una muy buena sensibilidad y especificidad, pero es la prueba mas cara de todas dentro
de este grupo de comparacién, lo que conlleva que en la practica diaria sea muy infrecuente su
aplicacion.

Todo esto ha originado que, actualmente, no se considere un Unico estandar de oro para
la identificacion de Helicobacter pylori. Por ese motivo, el Grupo Europeo para el estudio de
Helicobacter pylori sugiere que se tome como algoritmo de referencia, por lo menos dos

pruebas positivas, y con mayor énfasis, en las invasivas (Malfertheiner et al., 2002). No



obstante, esto no ha sido tomado en cuenta en los estudios anteriormente citados, lo que
generaria que los resultados reportados por estas investigaciones probablemente estén
sesgados.

Por lo tanto, es necesario un nuevo método de coloracion para la identificacion de
Helicobacter pylori que supere todas estas desventajas, y que, al mismo tiempo, genere
resultados comparables con el algoritmo de referencia. En ese sentido, se propone al Azul de
Metileno de HAMA, un método de coloracion creado por el autor principal de este proyecto
de investigacion, el cual, estaria al alcance de cualquier laboratorio de Histotecnologia o
anatomia patoldgica (su composicion consta de azul de metileno, el colorante histolégico méas
barato de todos; y bicarbonato de sodio, el cual, también es barato y bastante accesible, ya que
se usa tanto a nivel industrial como doméstico), ademas de presentar un protocolo de tincion
muy rapido (dos segundos).

Adicionalmente, existen reportes de que la procedencia de la biopsia gastrica
(Prachasilpchai et al., 2007), y la presencia de patologias coexistentes (como el nivel de
actividad inflamatoria) (Boldt et al., 2015; Hartman y Owens, 2012; Kocsmar et al., 2017;
Pranjal y Kalpana, 2015), no afectan la identificacion de esta bacteria mediante la aplicacion
de los métodos de coloracion Hematoxilina-Eosina y Giemsa. No obstante, no se compar6 con
el Gold Standard sugerido anteriormente, ni tampoco se ha dilucidado esto para mas
caracteristicas gastricas. En ese sentido, la presente investigacion también fue utilizada para
ampliar esta evidencia cientifica.

1.5. Hipétesis

La concordancia y capacidad diagndstica del azul de metileno de HAMA seran iguales

0 mayores en comparacion con dos métodos de coloracién para la identificacion de

Helicobacter pylori en bloques de parafina de biopsias gastricas.



I1. Marco Teodrico

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Helicobacter pylori

2.1.1.1. Caracteristicas. Helicobacter pylori es una bacteria de forma espiral,
microaerofilica, gramnegativa, que se observa con terminales redondeados en biopsias
gastricas, en un medio de cultivo solido tiene forma de varilla'y luego de un cultivo prolongado
en medio sélido o liquido predominan las formas cocoides. Se dice que posiblemente las
primeras observaciones de esta bacteria se remontan a méas de un siglo de antigiiedad cuando
Giulio Bizzozero describio bacterias en el estbmago de perros sanos (Cava y Cobas, 2003).

El patélogo australiano Robin Warren observa la bacteria por primera vez el 11 de junio
de 1979 en una preparacion de mucosa gastrica con gastritis cronica activa, trabajé con la
coloracion de Gram y de Warthin-Starry, y consigui6 diferenciar las bacterias de las células
epiteliales. En 1981, Barry Marshall se une como colaborador en investigacion del trabajo de
Warren (Pajares y Gisbert, 2006).

En 1983, Robin Warren escribid una publicacion inédita donde exponia maltiples casos
clinicos en los que aparecia una bacteria con forma de espiral, se le asociaba a gastritis cronica.
Posteriormente en 1984, Barry Marshall y Robin Warren escribieron juntos los relatos sobre
bacilos curvados o espirales gramnegativos y flagelados encontrados en 58 de 100 pacientes,
se creia que se trataba de una nueva especie del género Campylobacter (Cava y Cobas, 2003).

Esta nueva bacteria fue incluida en la especie Campylobacter de forma provisional,
pero diferia con los miembros del grupo en: la presencia de mdaltiples flagelos en uno de los
extremos y su gran contenido de enzima ureasa, el contenido de guanina y citosina del ADN
bacteriano mostraba una proporcion de guanina y citosina de 35-38%, lo cual era mas parecido

al género Helicobacter; y es en 1989, con la base cientifica de los datos obtenidos a lo largo de
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muchas investigaciones, que se publica un articulo donde se exponen los hechos que avalaron
el cambio de nombre de Campylobacter a Helicobacter pylori (Pajares y Gisbert, 2006).

2.1.1.2. Importancia clinica. El papel etioldgico de Helicobacter pylori en la gastritis
y Ulcera péptica se debe a que esta bacteria es capaz de sobrevivir a la acidez gastrica a través
de la accion de la ureasa, ya que esta enzima convierte la urea del lumen gastrico en dioxido
de carbono y amoniaco alcalinizando el medio, estando ya en el lumen gastrico se moviliza a
través del mucus y alcanza la superficie apical de las células del epitelio gastrico (Bermldez
et al., 2009).

El mecanismo exacto de transmision de esta bacteria no es conocido, sin embargo, la
via de contagio mas aceptada es de persona a persona por contacto oral-oral, fecal-oral 0 ambas.
En los paises menos desarrollados la via es fundamentalmente fecal-oral, en algunos casos por
consumo de agua no potable o contaminada, en los paises mas desarrollados la via de contagio
mas probable es la oral o la gastro-oral (por ejemplo, a través del vomito) (Gisbert y Calvet,
2006).

Todos los individuos infectados por Helicobacter pylori son asintomaticos y
desarrollan gastritis, una pangastritis 0 una gastritis de predominio antral. La infeccion por
Helicobacter pylori contribuye a la carcinogénesis gastrica debido a que la inflamacion que
produce es persistente y ocasiona cambios moleculares contribuyendo a la inestabilidad de
epitelio (Bermudez et al., 2009).

Se ha relacionado la infeccidn por esta bacteria con el desarrollo del linfoma de MALT
asi como también se ha sugerido que una explicacion de los sintomas en los pacientes con
dispepsia funcional e infeccion por Helicobacter pylori puede residir en que existe una
liberacion de sustancias inflamatorias afectando la funcion motora proximal del estomago

(Bermudez et al., 2009; M. Gonzalez y Concepcién, 2002).
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2.1.1.3. Métodos de identificacion.

A. No invasivos. La serologia demuestra la exposicion al microorganismo por parte del
hospedero, tiene sensibilidad y especificidad variable de acuerdo con el kit usado, no detectan
infeccion activa por esta razén no puede utilizarse para monitorizar la terapia. Su mayor
utilidad es en estudios poblacionales de prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori
(Bermudez et al., 2009).

Las pruebas de antigeno en deposiciones son técnicas de inmunoensayo enzimatico en
algunas marcas, en otras son pruebas inmunocromatograficas rapidas. Estas pruebas usan
anticuerpos monoclonales o policlonales. Es facil de implementar en diferentes centros y la
toma de muestra puede realizarse en el mismo domicilio del paciente. El antigeno en
deposiciones brinda un buen rendimiento diagndstico para el control de la erradicacion de la
bacteria postratamiento (Bermudez et al., 2009).

La prueba de aire aspirado se realiza mediante la ingesta de urea marcada con **C o
14C; si la bacteria esta presente la enzima ureasa libera CO2 marcado con el is6topo lo que es
medido y comparado con un valor basal. Esta prueba muestra una sensibilidad y especificidad
mayor de 90% generalmente. Su ventaja radica en ser una prueba usada para evaluar la
erradicacion de Helicobacter pylori por su gran rendimiento diagnéstico (Bermudez et al.,
2009).

B. Invasivos. La prueba rapida de ureasa es una prueba indirecta, detecta la infeccion
activa por Helicobacter pylori en la mucosa gastrica, requiere de una biopsia gastrica la cual
se afade a un dispositivo donde se une a la urea presente, se detectan los productos de la
hidrolisis, amonio o didxido de carbono por la accidn de la ureasa presente en la bacteria. Un
resultado positivo requiere de 10° bacterias en la muestra, la velocidad de reaccion depende de

la carga bacteriana y la temperatura (Bermudez et al., 2009).
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La histologia informa la presencia de la bacteria y permite evaluar el grado de evolucion
mediante la evaluacion de muestras de biopsia gastrica a cargo de un patélogo, con la aplicacion
de algunas tinciones tales como hematoxilina-eosina, Genta, Warthin-Starry de platay Giemsa.
La tincion de Giemsa modificada es mas barata y reproducible, podria tener una buena
especificidad. El protocolo de Sydney modificado el cual se usa como estandar para reportar
la gastritis incluye 2 biopsias de antro, 1 de angulo y 2 de cuerpo gastrico. La sensibilidad
puede disminuir por el uso de inhibidores de bomba de protones (Bermudez et al., 2009).

El cultivo se puede realizar a partir de biopsias gastricas, el microorganismo requiere
de un ambiente microareofilico. Permite estudiar la susceptibilidad antibidtica, facilita la guia
para el tratamiento (Bermudez et al., 2009).

La mas usada es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), permite la deteccion de
la bacteria, evaluar genes patdgenos y especificos para la resistencia a antimicrobianos. Una
ventaja es que se puede extraer la muestra de la biopsia utilizada para la prueba rapida de
ureasa. Algunos estudios han demostrado su sensibilidad en un 100% y especificidad de 98%
(Bermudez et al., 2009).

2.1.2. Concordancia y el coeficiente kappa

La concordancia es definida como el grado en que dos 0 mas observadores 0 métodos
coinciden en el reporte del mismo fendmeno. Este concepto es relevante cuando se desea
conocer si mediante un método nuevo, diferente al convencional, se consiguen resultados
equivalentes, con el fin ultimo de que uno y otro puedan ser reemplazados o intercambiados,
dado por caracteristicas propias como la rapidez para su ejecucidn, menor costo 0 es mas seguro
para el paciente, entre otros motivos (McHugh, 2012).

En una investigacion donde se esta midiendo la concordancia, se produce un efecto de
controlar la variacion en la caracteristica observada mientras se determina el grado de acuerdo

entre 2 0 mas observadores, o métodos. Es probable que el acuerdo se dé por efecto del azar,
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propiamente, y bajo esta premisa, se han creado métodos estadisticos que estiman el grado de
acuerdo posterior al control del efecto del azar, siendo el mas importante, el estadistico Kappa
0 Kappa de Cohen, debido a que, con mayor frecuencia, los diversos estudios pretenden
estudiar fendmenos que se expresan de forma cualitativa (McHugh, 2012).

Jacob Cohen desarrolld la estadistica clave para medir la confiabilidad entre
evaluadores. En 1960, este investigador sefialé que es probable que exista algun nivel de
acuerdo entre las personas que recolectan algun tipo de informacién cuando no saben la
respuesta correcta, pero esto seria simplemente por el azar, o lo que seria lo mismo, por estar
adivinando. En ese sentido, presento la hipdtesis de que un cierto nimero de suposiciones seria
congruente, y que las medidas estadisticas de confiabilidad deberian reportar ese acuerdo
aleatorio, y, es por ello, que desarrollo el estadistico Kappa como una herramienta para
controlar ese factor de concordancia aleatoria o ajustar el efecto del azar en la proporcién de la
concordancia observada (McHugh, 2012).

El estadistico Kappa de Cohen es simbolizada por la letra griega minuscula “«x”; es una
medida estadistica importante y atil para pruebas de confiabilidad entre evaluadores o
intraevaluadores. Este es un valor estandarizado que puede oscilar entre -1 y +1, donde 0
representa la cantidad de acuerdo que se puede presentar del azar, y 1 representa el acuerdo
perfecto. La interpretacion mas adecuada tomando en cuenta estos valores, es la siguiente
(McHugh, 2012):

-Valor de Kappa entre 0 — 0.20, ningun nivel de acuerdo o concordancia.

-Valor de Kappa entre 0.21 — 0.39, concordancia minima.

-Valor de Kappa entre 0.40 — 0.59, concordancia débil.

-Valor de Kappa entre 0.60 — 0.79, concordancia moderada.

-Valor de Kappa entre 0.80 — 0.90, concordancia fuerte.

-Valor de Kappa por encima de 0.90, concordancia casi perfecta.
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2.1.3. Capacidad diagnostica

Una prueba diagnostica se refiere a cualquier método para obtener informacion
adicional del estado de salud del paciente. El tipo de informacion adquirida mediante la
utilizacion de una prueba diagnostica no solo incluye a la presencia o ausencia de una
determinada enfermedad, sino que también a la estratificacion de una enfermedad conocida o
bien a establecer la existencia de determinada condicion, no necesariamente patologica
(Bossuyt et al., 2003).

Los resultados obtenidos con la prueba diagndstica en evaluacion se comparan con los
de un estandar de referencia en un mismo grupo de pacientes. El estandar de referencia, también
Illamado “estandar de oro”, corresponde, en resumen, a la mejor manera disponible y
ampliamente aceptada para establecer la presencia o ausencia de determinada condicién. Este
puede ser un Gnico examen, o bien, una combinacion de métodos (estandar de oro compuesto).
El término exactitud se refiere precisamente a la concordancia entre los resultados de la prueba
diagnostica con el estandar de referencia (Bossuyt et al., 2003).

La utilidad de las pruebas diagndsticas generalmente se describe y/o cuantifica en
términos de su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo
y likelihood ratios (razones de verosimilitud) positivo y negativo. La sensibilidad corresponde
a la proporcion de individuos correctamente diagnosticados con la condicion o enfermedad por
la prueba diagnostica. En otras palabras, la proporcién de verdaderos positivos correctamente
identificados por la prueba, con respecto al total de individuos enfermos segun el estandar de
referencia (Altman y Bland, 1994).

Por otro lado, la especificidad corresponde a la proporcion de individuos correctamente
diagnosticados con ausencia de la condicion o enfermedad por la prueba diagnostica en estudio.

Vale decir, es la proporcion de verdaderos negativos que fueron correctamente identificados
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por la prueba, con respecto al total de individuos sanos segun el estandar de referencia (Altman
y Bland, 1994).

La sensibilidad y la especificidad son medidas importantes de la exactitud diagnostica
de una prueba, pero no pueden ser usadas para estimar la probabilidad de enfermedad en un
paciente individual. Los valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) proporcionan
estimaciones de la probabilidad de la enfermedad. En otras palabras, es la probabilidad de que
la prueba diagndstica entregue el diagnostico correcto, si esta resulta positiva o negativa (Bravo
y Cruz, 2015).

El valor predictivo positivo corresponde a la probabilidad condicional de que el
paciente tenga la enfermedad, dado que la prueba result6 positiva. Expresado de otra manera,
es la proporcién de pacientes con la prueba diagnostica positiva que efectivamente tienen la
condicion. En contraste, el valor predictivo negativo es la probabilidad condicional de que el
paciente no tenga la enfermedad, dado que la prueba diagnostica resultdé negativa. En otras
palabras, es la probabilidad de que el individuo no tenga la condicién en estudio luego de que
la prueba es negativa (Bravo y Cruz, 2015).

La razon de verosimilitud es la probabilidad de que el resultado mediante un método se
espere en una persona con una enfermedad, en comparacion con la probabilidad de que el
mismo resultado se espere en una persona con otra enfermedad. La razon de verosimilitud
positiva se calcula dividiendo la sensibilidad entre la cantidad de falsos positivos (1-
especificidad). Por otro lado, la razon de verosimilitud negativa se calcula dividiendo la

cantidad de falsos negativos entre la especificidad (Vizcaino, 2017).
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I11. Método

3.1. Tipo de investigacion

Estudio cuantitativo y observacional de corte transversal, debido a que el investigador
no manipuld las variables, y se realizdé la medicion de estas una sola vez en el tiempo
(Hernandez et al., 2014).

3.2. Ambito temporal y espacial

El presente plan de tesis se ejecutd desde diciembre del 2021 a enero del 2022 en el
laboratorio Oncoldgico Taxa, ubicado en la Calle Montegrande 109, distrito de Santiago de
Surco, provincia y departamento de Lima, Perd.

3.3. Variables

Definiciones y otras caracteristicas de las variables en el anexo A (cuadro de
operacionalizacion de variables).
3.4. Poblacién y muestra

La poblacion estuvo conformada por todos los bloques de parafina de biopsias gastricas
provenientes del 2020, y almacenados en el Laboratorio Oncologico Taxa. Esta fue una
cantidad de 725 bloques.

Al ser el primer estudio en evaluar este nuevo método de coloraciéon para la
identificacion de Helicobacter pylori, primero, se realiz6 una prueba piloto con 50 muestras
asignadas mediante un muestreo aleatorio simple a partir de la poblacién de estudio (referencias
recomiendan entre 30 y 50 muestras para una prueba piloto) (Diaz, 2020; Mora et al., 2015).
Se elaboraron tres laminas histoldgicas por cada bloque de parafina, y en cada una se aplicé un
solo método de coloracion diferente (Azul de metileno de HAMA, Hematoxilina-Eosina, o
Giemsa). Se entregaron estas laminas a dos expertos, quienes realizaron la lectura
correspondiente de forma independiente. Posterior a ello, se elaboraron las tablas de

contingencia (anexo B) para el nuevo metodo propuesto en comparacion con el Gold Standard
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sugerido por el Grupo Europeo para el estudio de Helicobacter pylori (se consideré como caso
a quienes tuvieron por lo menos dos pruebas positivas, y como no caso, a quienes tuvieron
cualquier otro tipo de resultado diferente a lo anterior); obteniéndose un coeficiente Kappa
interobservador de 0.87, clasificaciones positivas por el observador 1 de 40% y por el
observador 2 de 38%, sensibilidad de 94.4%, especificidad de 90.6% y prevalencia de 94.4%.

Finalmente, mediante estos datos, se calcularon los dos tamafios de muestra respectivos
en base al objetivo principal de esta investigacion (anexo C), y se seleccion6 la mayor de ellas
como muestra final para abordar la presente investigacion (n=99). Se consideré un nivel
confianza del 95%, una precision para ese Kappa esperado de 0.1 y una precision para la
sensibilidad y especificidad esperadas de 10%; al no existir precedentes, se consideraron estas
precisiones en base al valor convencional de 0.1 o 10% que suele asignarse para estudios
descriptivos (Duffau, 1999).

Posterior a la obtencion de este tamafio de muestra final, se realizo también un muestreo
aleatorio simple a partir de la poblacion de estudio. Se escogio el muestreo aleatorio simple
debido a que se analizaron datos recolectados que se encontraron adecuadamente enlistados
(software del laboratorio), de tal manera, que cada bloque tuvo la misma probabilidad de ser
escogido.

Los calculos de tamafio de muestra y muestreos se realizaron mediante el software
EPIDAT version 4.2.

Criterios de inclusion

- Bloques de parafina registrados en el software del servicio y durante el periodo
especificado.
Criterios de exclusion

- Bloques de parafina que no se encuentren presentes en el archivador del laboratorio.



18

- Bloques de parafina deteriorados o que no cuenten con tejido remanente, es decir, no
aptos para realizar las nuevas secciones a estudiar.

- Blogues de parafina con identificacion dudosa o inadecuada (rétulo no coincide con
el registro virtual del software del laboratorio o no es legible).

- Maés de un bloque de parafina por zona de procedencia de la biopsia géastrica y de la
misma persona (se consideraria la primera dada por el muestro aleatorio, para evitar la
repeticion de informacion, y asi proveer de mayor variabilidad a los resultados del presente
estudio).

3.5. Instrumentos

Se utiliz6 una ficha de recoleccion de datos (anexo D). No se abordo la validacion,
debido a que este tipo de instrumento no aplica para ello.
3.6. Procedimientos

Esta investigacion, previo a recolectar los datos, fue aprobado por la Facultad de
Tecnologia Médica de la Universidad Nacional Federico Villareal (anexo E) y por el jefe del
Laboratorio Oncologico Taxa (anexo F).

Este proceso consistid, primero, en la ejecucion de una prueba piloto mediante 50
muestras como se comentd en la seccion de poblacion y muestra. Se elaboraron tres laminas
histologicas por cada bloque de parafina, y en cada una se aplicé un solo método de coloracion
diferente (Azul de metileno de HAMA, Hematoxilina-Eosina, o Giemsa). Los protocolos
realizados se encuentran en el anexo G.

Un par de dias previo a la lectura de las ldminas para la prueba piloto, el investigador
principal entreg6 a los observadores (dos anatomopat6logos, solicitud de participacién en el
anexo H) diversos casos positivos y negativos por los tres métodos de coloracion; estos
seleccionaron, en concordancia, un control positivo (positivo por los tres métodos) y negativo

de Helicobacter pylori (negativo por los tres métodos), los cuales utilizaron para un
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entrenamiento previo. Esta accion se realizo con el fin de disminuir la probabilidad de reporte
de falsos positivos 0 negativos, principalmente, por el riesgo de no saber reconocer a esta
bacteria bajo esta nueva coloracion.

Luego de estos dias, se retiraron las ldminas controles, y se procedid con la lectura
oficial. Se entregaron al azar estas laminas a los anatomopatdlogos, los cuales, las observaron
de forma independiente (lugares y momentos distintos), y llenaron la informacion sobre los
cddigos de las laminas y la presencia de esta bacteria en la ficha de recoleccion de datos.
Después, la informacion sobre las demas caracteristicas gastricas (presencia de metaplasia
intestinal, atrofia, displasia, etc.) fue tomada directamente del diagnostico histopatologica
provista por el software del laboratorio, y apuntado en la ficha de recoleccién por el
investigador principal.

El algoritmo de codificacion de las ldaminas fue creado por el investigador de este
estudio, y consistio en un nimero que representa el tipo de método utilizado (a la Hematoxilina-
Eosina se le consider6 como 1, al Giemsa como 2, y al Azul de Metileno de HAMA como 3)
multiplicado por 2; seguido del orden del bloque proveniente de lista de los seleccionados, y
finalmente, seguido de la suma de 1, 2, y 3 a estos nimeros anteriores, respectivamente. Esto
se realiz6 de tal forma que el observador no logre identificar qué caso corresponde a un
determinado método de coloracion, y asi, disminuir la influencia de corroborar lecturas por
métodos distintos. Por ejemplo, el caso 1 presentd los codigos de 2122, 4143, y 6164 para los
métodos de Hematoxilina-Eosina, Giemsa, y Azul de Metileno de HAMA, respectivamente.

Los observadores contaron con 6 y 5 afios de experiencia profesional como
anatomopatélogos. Ademas, ambos contaron con estudios adicionales, como una
subespecialidad en patologia oncoldgica. Adicionalmente, el observador con méas afios de
experiencia contd también con una maestria en Medicina con mencion en Anatomia Patoldgica;

por todas estas condiciones, solo las observaciones dadas por este experto fueron consideradas
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para los célculos de la capacidad diagnostica (sensibilidad, especificidad, valores predictivos y
razones de verosimilitud).

Finalmente, la informacion provista en las fichas de recoleccion de datos fue tipeada en
una base de datos en Excel, e importada posteriormente al software estadistico.

3.7. Andlisis de datos

Se utilizo el software estadistico STATA 17.0 (numero de serie: 301709027730), y los
valores p menores a 0.05 se consideraron como estadisticamente significativos. Para la
descripcion de las variables cualitativas, se utilizaron las frecuencias relativas y absolutas.

El estadistico Kappa interobservador convencional fue provisto por el mismo software.
El cual se categorizé convencionalmente en (McHugh, 2012):

-Valor de Kappa entre 0 — 0.20, ningun nivel de acuerdo o concordancia.

-Valor de Kappa entre 0.21 — 0.39, concordancia minima.

-Valor de Kappa entre 0.40 — 0.59, concordancia débil.

-Valor de Kappa entre 0.60 — 0.79, concordancia moderada.

-Valor de Kappa entre 0.80 — 0.90, concordancia fuerte.

-Valor de Kappa por encima de 0.90, concordancia casi perfecta.

El Kappa ajustado (PABAK), mediante el siguiente calculo:

- PABAK = 2po— 1; po= a+d/N; a: negatividad por ambos observadores, d: positividad
por ambos observadores.

A partir de las tablas de contingencia provistas por el mismo software, se realizaron los
siguientes calculos de la sensibilidad (S), especificidad (E), valores predictivos positivo y
negativo (VPP y VPN), y razones de verosimilitud positivo y negativo (RVP y RVN):

- S = VP/(FN+VP); VP: verdaderos positivos, FN: falsos negativos.

- E = VN/(FP+VN); VN: verdaderos negativos, FP: falsos positivos.

- VPP = VP/(FP+VP).
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- VPN = VN/(FN+VN).

- RVP = S/(1-E).

- RVN = (1-S)/E.

Finalmente, la evaluacidn sobre si el reporte de la presencia de Helicobacter pylori por
alguno de estos métodos de coloracidn, en comparacion con el Gold Standard, es afectado por
la presencia/grado de alguna patologia gastrica coexistente o zona gastrica evaluada, se realizo,
primero, mediante la prueba exacta de Fisher. Luego, en el caso de discrepancias con el Gold
Standard, se confirmé ello mediante la aplicacion de Modelos Lineales Generalizados (GLM)
con familia de distribucién binomial (dado la variable presencia de Helicobacter pylori, la cual,
es dicotomica), funcion enlace log (para estimar razones de prevalencia), y con la opcion de
coeficientes exponenciados (para generar una interpretacion directa de estas razones de
prevalencia, en lugar de los logaritmos).

3.8. Consideraciones éticas

El presente proyecto de investigacion no utilizd consentimientos informados debido a
gue no necesitara la participacion de sujetos humanos.

La recoleccion de los datos solo abarco informacion relevante a las variables
involucradas en este estudio, esto mediante el uso de la ficha de recoleccion de datos. Por lo
tanto, el esquema de esta ficha evitd incluir datos personales que puedan afectar la
confidencialidad, como: nombres del paciente, direccion, teléfonos o algin otro tipo de

informacidn personal que permita identificar al paciente.
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IV. Resultados

4.1. Flujograma de los muestreos

Durante la ejecucion del muestreo para la prueba piloto (n=50), a partir de la poblacion
de estudio (N=725), se excluyeron 6 bloques de parafina en total: 3 muestras que no se
encontraron en el archivador, y 3 muestras que tuvieron superficies muy desgastadas. No hubo
exclusion de bloques de parafina por los dos ultimos criterios establecidos (identificacion
dudosa o inadecuada, y mas de un blogue de parafina que provenga de la misma persona y de
la misma regidn gastrica).

Durante la ejecucidn del muestreo final de este estudio (n=99), a partir de la poblacion
de estudio (N=725), se excluyeron 13 bloques de parafina en total: 8 muestras que no se
encontraron en el archivador, y 5 muestras que tuvieron superficies muy desgastadas. No hubo
exclusion de bloques de parafina por los dos ultimos criterios establecidos (identificacion
dudosa o inadecuada, y mas de un blogue de parafina que provenga de la misma personay de
la misma region gastrica).

4.2. Descripcidn de los resultados

Mediante la tabla 1, se puede observar que las prevalencias de Helicobacter pylori
establecida por los métodos HE, GIEMSA, AM-HAMA, y GS, fueron 25.2%, 33.3%, 39.4%,
y 35.4%, respectivamente.

Ademas, las prevalencias de hiperplasia foveolar, foliculos linfoides, metaplasia
intestinal, atrofia, y displasia gastrica, fueron 4%, 15.1%, 11.1%, 6.1%, 3%, respectivamente.

Adicionalmente, predominaron caracteristicas como el dafio mucinoso de tipo parcial
focal (40.4%), zona del antro gastrico (57.6%), la infiltracion superficial (52.5%), y la actividad
moderada (39.4%) de la gastritis cronica.

Finalmente, la mejora en la cantidad y calidad de la observacion de bacilos en un mismo

campo, segn cada método de coloracion, se presenta en la figura 1.



Tabla 1. Descripcion de la muestra estudiada (n=99).

Caracteristicas N (%)

Presencia de HP mediante HE
No 74 (74.8)
Si 25 (25.2)
Presencia de HP mediante GIEMSA

No 66 (66.7)

Si 33(33.3)
Presencia de HP mediante AM-HAMA

No 60 (60.6)

Si 39(39.4)
Presencia de HP mediante el GS

No 64 (64.6)

Si 35(35.4)

Presencia de hiperplasia foveolar
No 95 (96.0)
Si 4 (4.0)
Infiltracion de la gastritis cronica
Superficial 52 (52.5)
Profunda 47 (47.5)

Actividad de la gastritis cronica

Ausente 30 (30.3)
Leve 30 (30.3)
Moderada 39 (39.4)

Presencia de foliculos linfoides
No 84 (84.9)
Si 15 (15.1)
Dafio mucinoso

Ausente 17 (17.2)



Parcial focal 40 (40.4)

Parcial multifocal 36 (36.4)
Total focal 2 (2.0)
Total multifocal 4 (4.0)

Presencia de metaplasia intestinal
No 88 (88.9)
S 11 (11.2)

Presencia de atrofia gastrica

No 93 (93.9)

Si 6 (6.1)
Presencia de displasia gastrica

No 96 (97.0)

Si 3(3.0)
Zona gastrica evaluada

Cuerpo 42 (42.4)

Antro 57 (57.6)

Nota. HP: Helicobacter pylori. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-HAMA: Azul de
metileno de HAMA. GS: Gold Standard.
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Figura 1. Comparacién entre los métodos de coloracion.

Nota. A: Hematoxilina-Eosina. B: Giemsa. C: Azul de Metileno de HAMA. Lo sefialado por

las flechas en rojo representan al Helicobacter pylori (40x).

4.3. Concordancia y capacidad diagnoéstica

A partir de la informacion provenientes de las tablas de contingencia (tablas 2 y 3), se
obtuvo los siguientes valores de concordancia y capacidad diagndstica (tabla 4):

- El método de coloracion AM-HAMA obtuvo la mayor concordancia interobservador
(Kappa=0.87, concordancia fuerte) en comparacion con los otros dos métodos (HE,
Kappa=0.51, concordancia débil; GIEMSA, Kappa=0.83, concordancia fuerte). También, este
mismo método fue el menos afectado por la prevalencia de la enfermedad y sesgo de los
observadores (Kappa ajustado=0.88) en comparacion con los otros dos métodos (HE, Kappa
ajustado=0.66; GIEMSA, Kappa ajustado=0.86).

- ElI método de coloracion AM-HAMA obtuvo la mayor sensibilidad (97.1%) en

comparacion con los otros dos metodos (HE, 68.6%; GIEMSA, 88.6%). No obstante, este
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mismo método obtuvo la menor especificidad (92.2%) en comparacién con los otros dos
métodos (HE, 98.4%; GIEMSA, 96.9%).

- ElI método de coloracion HE obtuvo el mayor valor predictivo positivo (96%) en
comparacion con los otros dos métodos (GIEMSA, 93.9%; AM-HAMA, 87.2%). En contraste,
este mismo método obtuvo el menor valor predictivo negativo (85.1%) en comparacion con los
otros dos métodos (GIEMSA, 93.9%; AM-HAMA, 98.3%).

- El método de coloracion HE obtuvo la mayor razén de verosimilitud positiva (42.88)
en comparacion con los otros dos métodos (GIEMSA, 28.58; AM-HAMA, 12.45). Por otro
lado, el método de coloracion AM-HAMA obtuvo la menor razon de verosimilitud negativa

(0.03) en comparacion con los otros dos métodos (HE, 0.32; GIEMSA, 0.12).

Tabla 2. Resultados cada método de coloracion utilizado segun cada

observador para la identificacion de Helicobacter pylori (n=99).

HE-0OBS1
HE - OBS 2

No Si

No 68 11

Si 6 14
GIEMSA -0OBS 1

GIEMSA - OBS 2

No Si

No 66 7

Si 0 26

AM-HAMA -OBS 1
AM-HAMA - OBS 2

No Si

No 59 5

Si 1 34

Nota. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-HAMA: Azul de metileno de
HAMA. OBS 1: Observador 1. OBS 2: Observador 2.
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Tabla 3. Resultados de cada método de coloracion utilizado en comparacion
con el Gold Standard para la identificacion de Helicobacter pylori (n=99).
Gold Standard

Meétodo de coloracién

No (n=64) Si (n=35)

HE

No 63 11

Si 1 24

GIEMSA

No 62 4

Si 2 31

AM-HAMA

No 59 1

Si 5 34

Nota. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-HAMA: Azul de metileno de HAMA.

Tabla 4. Concordancia interobservador y capacidad diagnéstica de cada método de coloracion.

Estadistico HE GIEMSA AM-HAMA
Kappa/ES/p 0.51/0.0995/<0.001  0.83/0.0991/<0.001  0.87/0.1001/<0.001
Kappa ajustado/IP/IS 0.66/0.55/0.05 0.86/0.40/0.07 0.88/0.25/0.04
Sensibilidad 68.6% 88.6% 97.1%
Especificidad 98.4% 96.9% 92.2%
Valor predictivo positivo 96% 93.9% 87.2%
Valor predictivo negativo 85.1% 93.9% 98.3%
Razon de verosimilitud positiva 42.88 28.58 12.45
Razén de verosimilitud negativa 0.32 0.12 0.03

Nota. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-HAMA: Azul de metileno de HAMA. ES: Error estandar del
estadistico Kappa. p: Valor p de la prueba de hipétesis para el estadistico Kappa. IP: indice de

prevalencia. IS: indice de sesgo.
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4.4. Métodos de coloracion en comparacion con el Gold Standard, segun patologia
coexistente y zona gastrica evaluada

En un primero momento, se determind que solo el reporte de Helicobacter pylori
mediante el método de coloracién HE es afectado por la presencia de foliculos linfoides, ya
que, este método fue el Unico que no coincidié con el Gold Standard en el reporte de la
significancia estadistica (tabla 5). Mediante GIEMSA (p=0.034), AM-HAMA (p=0.008) y el
Gold Standard (p=0.002), en los casos con foliculos linfoides, la presencia de Helicobacter
pylori fue significativamente mas frecuente en comparacion con la ausencia; mientras que con
HE no se encontraron diferencias significativas (p=0.053). No obstante, el analisis se regresion
(tabla 6) confirmo que este método de coloracion si coincidié con el Gold Standard, ya que,
en los casos con foliculos linfoides, la presencia de Helicobacter pylori fue mayor (2.6 veces)
a la ausencia (p=0.040).

Adicionalmente, se determind que solo el reporte de Helicobacter pylori mediante el
método de coloracion GIEMSA es afectado por el tipo de dafio mucinoso, ya que, este método
fue el Unico que no coincidié con el Gold Standard en el reporte de la significancia estadistica
(tabla 7). Mediante HE (p=0.021), AM-HAMA (p=0.001) y el Gold Standard (p=0.018), la
presencia de Helicobacter pylori fue significativamente méas frecuente en comparacion con la
ausencia, segun el tipo de dafio de mucinoso; mientras que con GIEMSA no se encontraron
diferencias significativas (p=0.063). Posteriormente, el andlisis de regresion confirmo que solo
para los casos con dafio mucinoso de tipo parcial multifocal, este método de coloracion
coincidio con el Gold Standard en el reporte de la significancia estadistica, ya que, la presencia
de Helicobacter pylori fue mayor (1.6 veces) a la ausencia (p=0.006) (tabla 8). Por otro lado,
en los casos con dafio mucinoso de tipo parcial focal, no se encontraron diferencias

significativas (p=0.078) (tabla 9).
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En el resto de las patologias coexistentes (hiperplasia foveolar, infiltracion y actividad
de la gastritis cronica, metaplasia intestinal, atrofia y displasia géastrica) y zona gastrica
evaluada, todos los métodos de coloracidon coincidieron en el reporte de la significancia

estadistica del Gold Standard (anexo ).

Tabla 5. Andlisis entre la presencia de foliculos linfoides y los métodos de

coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Foliculos linfoides pt
Identificacion de
_ ) No (n=84) Si (n=15)
Helicobacter pylori
n (%) n (%)
HE
No 66 (89.2 8 (10.8
(89.2) (10.8) 0.053
Si 18 (72.0) 7 (28.0)
GIEMSA
No 60 (90.9 6 (9.1
(90.9) (9.1) 0.034
Si 24 (72.7) 9 (27.3)
AM-HAMA
No 56 (93.3 4 (6.7
(93.3) (6.7) 0.008
Si 28 (71.8) 11 (28.2)
Gold Standard
No 60 (93.8 4 (6.2
(93.8) (6.2) 0.002
Si 24 (68.6) 11 (31.4)

Nota. {Prueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-
HAMA: Azul de metileno de HAMA.



Tabla 6. Analisis de regresion entre la presencia de foliculos linfoides

y la identificacion de Helicobacter pylori por Hematoxilina-Eosina.

Identificacion de

) _ RP IC 95% p
Helicobacter pylori
HE
No Ref.
Si 2.6 1.05-6.42 0.040

Nota. HE: Hematoxilina-Eosina. RP: Razon de prevalencias. IC 95%:

Intervalo de confianza al 95%.
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Tabla 7. Analisis entre el tipo de dafio mucinoso y los métodos de coloracion utilizados,

incluyendo el Gold Standard (n=99).

Dafio mucinoso pt
Identificacion de Ausente Parcial Par.cial Total To-tal
Helicobacter pylori (n=17) focal multifocal focal multifocal
(n=40) (n=36) (n=2) (n=4)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
HE
No 15(20.3) 34(45.9) 202700 2(27) 3(4.1) 0001
Si 2 (8.0) 6(24.0) 16(64.0) 0(0.0) 1(4.0)
GIEMSA
No 15(22.7) 28(42.4)  19(288) 2(3.0) 2(3.0) 0,063
Si 2(6.1) 12(36.3) 17(515) 0(0.0) 2(6.1)
AM-HAMA
No 16 (26.7) 26(43.3)  14(234) 2(33) 2(3.3) 0.001
Si 1(26) 14(359) 22(56.4) 0(0.0) 2(5.1)
Gold Standard
No 15(23.4) 28(438) 17(266) 2(31) 2(3.1) 008
Si 2(57) 12(343) 19(543) 0(0.0) 2(5.7)

Nota. TPrueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-HAMA: Azul de

metileno de HAMA.



Tabla 8. Analisis de regresion entre el dafio mucinoso de tipo parcial

multifocal y la identificacion de Helicobacter pylori por GIEMSA.

Identificacion de

) _ RP IC 95% p
Helicobacter pylori
GIEMSA
No Ref.
Si 1.6 1.14 -2.24 0.006

Nota. RP: Razon de prevalencias. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.

Tabla 9. Analisis de regresion entre el dafio mucinoso de tipo parcial

focal y la identificacion de Helicobacter pylori por GIEMSA.

Identificacion de

) _ RP IC 95% p
Helicobacter pylori
GIEMSA
No Ref.
Si 1.3 0.97-1.79 0.078

Nota. RP: Razon de prevalencias. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.

31
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V. Discusion de Resultados

Con respecto a los valores de concordancia interobservador de los diferentes métodos
de coloracion evaluados, primero, los reportados por el método de HE (Kappa=0.51), coinciden
con diversas investigaciones que reportaron valores en el rango de concordancia débil (0.40 —
0.59) (El-Zimaity et al., 1996; Guarner etal., 1999; Tepes etal., 1999; Toro, 2010). No
obstante, difiere con los estudios de Chen (Chen et al., 1999) y de Vasquez (Vasquez, 2008),
los cuales, reportaron estadisticos Kappa=0.76 y Kappa=0.62 (ambos representan
concordancias moderadas), respectivamente. La diferencia con el primero podria deberse a la
poblacién que enrolg, el cual, estuvo conformada por pacientes que ya presentaban la infeccion
por Helicobacter pylori, con el fin de poder realizar seguimiento, y comparar esta concordancia
interobservador pre y postratamiento. En ese sentido, esta caracteristica de la poblacién estaria
influenciando la prevalencia de la enfermedad, y, por ende, también el estadistico Kappa. La
diferencia con el segundo podria deberse a que ese estudio, de forma literal, manifesté que un
20% de las ldaminas evaluadas, se recolorearon. Entonces, dado que se trato de forma parcial
un grupo de laminas, esto generaria un sesgo de medicion, el cual, estaria afectando al reporte
de la presencia de esta bacteria, y, por ende, también al estadistico Kappa.

Lo encontrado en esta investigacion sobre la concordancia para el método de coloracién
Giemsa (Kappa=0.83, concordancia fuerte), discrepa con el total de estudios que evaluaron la
concordancia interobservador para este método, el de Toro (Toro, 2010) y de Rotimi (Rotimi
et al., 2000), los cuales, reportaron estadisticos Kappa=0.64 y Kappa=0.73 (ambos representan
concordancias moderadas), respectivamente. La diferencia con el primero podria deberse a que
se realizd un calculo de tamafio muestra solo para la capacidad diagndstica (en este caso,
utilizando la sensibilidad encontrada en una prueba piloto), pero no para la concordancia;
ademas, esta prueba piloto fue realizada con 15 muestras, y esta cantidad es menor a la

recomendada por las referencias mencionadas en la seccion de poblacion y muestra. Entonces,
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todo ello generaria que la precision estadistica del estimado Kappa podria no ser la adecuada.
La diferencia con el segundo podria deberse a que ese mismo estudio declard que, en los casos
donde hubo desacuerdo por ambos observadores, se observaron estas laminas en un
microscopio de doble cabezal, con el fin de llegar a un consenso en el reporte. En ese sentido,
al no existir una observacién independiente, y al igual que en el caso anterior, los resultados
estarias sesgados por el trato parcial dado a un grupo de ldminas (sesgo de medicion).

Ademas, todas estas diferencias planteadas serian adicionales al hecho de que, ninguno
de estos estudios previos ajustd por la prevalencia de la enfermedad y el sesgo entre los
observadores. Por ende, los valores Kappa reportados podrian estar sesgados, ya que, al no
haber reporte del Kappa ajustado, no se puede reconocer qué métodos de coloracion estarian
siendo mas afectados por estos factores. Por otro lado, el estadistico Kappa interobservador del
nuevo método de coloracion propuesto, AM-HAMA, fue el mejor en comparacion con el
Giemsa y HE; y no solamente ello, presentd una variacion de solo 0.1 con respecto a su valor
ajustado. Todo ello sugeriria que este método podria utilizarse, practicamente, en cualquier
poblacién de biopsias gastricas e indiferente a la eleccion de los anatomopatélogos (ya que fue
el que menos se vio afectado por estos factores).

Con respecto a los valores de capacidad diagnéstica de los diferentes métodos de
coloracion evaluados, primero, los reportados por el método de HE (S=68.6%, E=98.4%,
VPP=96%, VPN=85.1%, RVP=42.8, RVN=0.32), son similares a los encontrados por
Allahverdiyev (Allahverdiyev et al., 2015) (S=65%, E=100%, VPP=100%, VPN=74%), pero
difieren de Ali (Ali, 2016) (S=81.2%, E=100%, VPP=100%, VPN=63.4, RVP=infinito,
RVN=0.19); todo ello en comparacién con investigaciones que si aplicaron el GS recomendado
por el Grupo Europeo para el estudio de Helicobacter pylori.

Esta diferencia podria deberse a dos aspectos; primero, no se realiz6 un calculo de

tamafio de muestra considerando estimados de capacidad diagnéstica provenientes de
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referencias o una prueba piloto, por lo tanto, la potencia estadistica podria no ser la adecuada;
segundo, la prevalencia de esa investigacion (75.5%) fue méas del doble de la encontrada en
este estudio (35.4%), la cual, es una caracteristica que afecta a los célculos de la capacidad
diagnostica, especificamente, a los valores predictivos.

De igual forma, en comparacion con investigaciones que no aplicaron el GS definido
por este estudio, sino que consideraron como suficiente, solo un método invasivo para
confirmar la presencia de esta bacteria, se pudo observar una mayor diferencia en estos valores
representativos de la capacidad diagnostica en relacion con lo encontrado en esta tesis,
especialmente para los valores predictivos (Ahmad et al.,, 2011; Bamanikar et al., 2018;
Fakhrjou et al., 2011; Hartman y Owens, 2012; Himani et al., 2013; Pranjal y Kalpana, 2015;
Redéen et al., 2011; Soto et al., 2013) (S= 69.7% — 100%, E=74.3% — 100%, VPP=50% —
100%, VPN=36.4% — 100%).

Lo encontrado en esta investigacion sobre los valores de capacidad diagnostica para el
método de coloracién Giemsa, también difieren con el total de estudios que evaluaron esta
capacidad diagnostica para este método de coloracidn, especialmente para los valores
predictivos (Ahmad et al., 2011; Bamanikar et al., 2018; Hartman y Owens, 2012; Himani
etal., 2013; Kocsmar et al., 2017; Pranjal y Kalpana, 2015) (S= 62% — 100%, E=84.5% —
100%, VPP=59.1% — 100%, VPN=75% — 100%). A pesar de que la diferencia del rango de los
reportes es menor en comparacion con los encontrados bajo el método de coloracién HE (la
cual, seria explicado porque el método de coloracién Giemsa permite una mejor visualizacion
de esta bacteria), de igual manera, esta discrepancia con respecto a lo reportado en esta tesis se
deberia a que todos estos estudios solo consideraron como referencia a un solo método
invasivo.

En ese sentido, para evitar esta heterogeneidad en resultados, se reafirma la importancia

de que los laboratorios de Histotecnologia, consideren como una herramienta clave (aparte de
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la calidad en la seleccion de los observadores y de los métodos de coloracion disponibles), la
aplicacion del GS sugerido por el Grupo Europeo para el estudio de Helicobacter pylori.

En contraste, el método de coloracion AM-HAMA, presentd los mejores valores de
sensibilidad, valor predictivo y razon de verosimilitud negativos. Esto podria ser explicado por
las mismas caracteristicas del método, el cual, ha sido disefiado exclusivamente para apoyar en
la identificacion de esta bacteria (a diferencia de los otros métodos que tienen objetivos
adicionales, como la descripcion morfoldgica). Este se basa en intensificar el color (de forma
analoga con el carbol fucsina para el Mycobacterium tuberculosis), dado por el medio alcalino
(bicarbonato de sodio en su preparacion) que permite la formacion de azures (Lillie y Conn,
1969), teniendo como consecuencia la mejora del reconocimiento de esta bacteria.

Por otro lado, y precisamente, esta intensidad del color también podria sugestionar al
observador, y calificar como positivo a una muestra que no lo es; esto explicaria la menor
especificidad (aunque relativamente considerable también, ya que fue mas del 90%) en
comparacion con los otros métodos de coloracién. Esto, nuevamente, vuelve a reafirmar el
hecho de que no existe un método Unico que sea perfecto, y que es clave la consideracion de
por lo menos dos métodos de coloracion, como referencia.

Finalmente, con respecto a la evaluacion sobre si el reporte de la presencia de
Helicobacter pylori por alguno de estos métodos de coloracion depende de la zona gastrica
evaluada o la presencia/grado de alguna patologia gastrica coexistente, este estudio hall6 que
solo el método de coloracion Giemsa no seria el adecuado para la identificacion de
Helicobacter pylori en los casos con dafio mucinoso de tipo parcial, ya que, mientras que el
GS encontr6 diferencias significativas en el reporte de la presencia de esta bacteria, el método
de Giemsa no lo hizo. En ese sentido, habria una mayor probabilidad de error en reportar un
caso como positivo cuando lo no es, y viceversa, mediante este método de coloracion cuando

esté presente esta patologia coexistente.
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Adicionalmente, solo tres estudios han realizado también esta evaluacion; Boldt (Boldt
et al., 2015) y Kocsmar (Kocsmar et al., 2017) lo realizaron en muestras con diferentes grados
de actividad inflamatoria, y Prachasilpchai (Prachasilpchai et al., 2007) lo hizo en diferentes
zonas gastricas. Todos indicaron lo mismo que esta tesis, sobre que el reporte de esta bacteria
mediante HE coincide con el reporte de Giemsa. No obstante, no tuvieron un disefio para
evaluar ello propiamente (la potencia estadistica pudo no ser la adecuada), y no se realizd la
comparacion con el GS utilizado en este estudio, sino solo entre estos mismos métodos de
coloracion.

Como fortalezas, primero, esta es la primera investigacion en el mundo en disefiar un
estudio que tome en cuenta el nivel de confianza y potencia estadistica de la muestra a
recolectar para la evaluacion de la concordancia interobservador y capacidad diagndstica un
método de coloracion para la identificacion de Helicobacter pylori, lo que genera una mayor
credibilidad a los resultados. Adicionalmente, se amplid la evidencia cientifica sobre si el
reporte de la presencia de Helicobacter pylori por alguno de estos métodos de coloracion
depende de la zona gastrica evaluada o la presencia/grado de alguna patologia gastrica
coexistente (ya que se evaluaron mas caracteristicas gastricas).

Como potencial limitacion, los resultados encontrados en la evaluacién de lo
mencionado en la Gltima seccion del parrafo anterior, podrian ser totalmente cuestionables,
dado que esta investigacion no disefié una muestra propiamente para ello (para ese objetivo, se
realizd méas una exploracion dado la casi nula evidencia cientifica), y la validez externa de esos
resultados podria verse reducida debido a que se evalud en una institucion de salud privada, en
la que habria una mayor probabilidad de encontrar niveles mas leves de severidad de las
patologias coexistentes, lo que se corroboraria con las bajas prevalencias encontradas de

metaplasia intestinal, atrofia y displasia gastrica.



37

V1. Conclusiones

La concordancia interobservador del Azul de Metileno de HAMA fue superior al del
Giemsa y Hematoxilina-Eosina.

La sensibilidad, valor predictivo y razon de verosimilitud negativos del Azul de
Metileno de HAMA fueron superiores al del Giemsa y Hematoxilina-Eosina. No
obstante, la especificidad, valor predictivo y razon de verosimilitud positivos fueron
inferiores.

Solo para el Giemsa, y en los casos con dafio mucinoso de tipo parcial, no seria
recomendable su aplicacion para determinar la presencia de Helicobacter pylori.
Finalmente, dado las caracteristicas propias (muy rapido, barato, accesible, y simple en
su aplicacién), ademas de la fiabilidad estadistica mostrada, este nuevo método seria el
ideal para tomar en cuenta, adicional al de rutina (Hematoxilina-Eosina), en los

laboratorios de Histotecnologia o de Anatomia Patoldgica.
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VI1Il. Recomendaciones

Al ser este el primer estudio para este nuevo método de coloracidn se sugiere replicar lo
evaluado sobre la concordancia y capacidad diagnostica, con el fin de corroborar los
resultados encontrados.

Se sugiere ejecutar estudios donde ahora, se evalle el desempefio del algoritmo
utilizando la coloracion de Hematoxilina-Eosina mas el Azul de Metileno de HAMA,
como rutina para la identificacion de Helicobacter pylori en biopsias gastricas, ya que,
mientras el AM-HAMA obtuvo la mayor sensibilidad, el HE obtuvo la mayor
especificidad, en ese sentido, ambos se podrian complementar idoneamente.

Disefar investigaciones que exclusivamente se enfoguen en evaluar si el reporte de la
presencia de Helicobacter pylori por alguno de estos métodos de coloracion, depende
de la zona géastrica o la presencia/grado de alguna patologia gastrica coexistente.
Ademas, de realizar esto en instituciones de salud privadas y publicas, con el mejor de
potenciar la validez externa.

Finalmente, se recomienda no utilizar azul de metileno Unicamente (sin la forma de
preparacion con el bicarbonato de sodio), debido a que, por experiencias del
investigador, se generarian un solo tono de azul de baja intensidad, lo que no permitiria

la rapida identificacion del Helicobacter pylori.
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IX. Anexos
Anexo A: Cuadro de operacion de variables
) TIPO DE ESCALA DE
VARIABLES DEFINICION OPERACIONAL DIMENSIONES , INDICADOR
VARIABLE MEDICION
. Medido mediante la observacion de la bacteria Si
Presencia de . o o - .
) ] Helicobacter pylori en la ldmina histol6gica observada | Variable unidimensional Cualitativa Nominal
Helicobacter pylori ] =
y apuntado en una ficha de recoleccién de datos No
Azul de Metileno de
Medido segun la observacién del cddigo de prueba, el HAMA
Meétodo de coloracion | cual identifica qué laminas histologicas fueron tratadas ) o ) o )
) ] Variable unidimensional Cualitativa Nominal . )
empleado por un determinado protocolo, y apuntado mediante Hematoxilina-Eosina
una ficha de recoleccion de datos
GIEMSA
. i . ] Registro del diagnostico
L Medido segun la observacion del registro (software del . .
Diagnostico ] o . ) o . o ] histopatol6gica de las
. . laboratorio) del diagnéstico realizado, y apuntado Variable unidimensional Cualitativa Nominal ] .
histopatologico . . y diversas caracteristicas
mediante una ficha de recoleccion de datos o
gastricas evaluadas
Medido segun la observacién del registro (software del c
. ] ] . uerpo
Zona de procedencia | laboratorio) del tipo de muestra de la cual proviene el ) o ) o )
L ) ) Variable unidimensional Cualitativa Nominal
de la biopsia géstrica | bloque de parafina empleado, y apuntado mediante una Ant
ntro

ficha de recoleccién de datos




47

Anexo B: Tablas de contingencia de la prueba piloto

Anexo 2.1. Resultados del nuevo método de coloracion segun cada

observador para la identificacion de Helicobacter pylori (n=50).

AM-HAMA -0OBS 1

AM-HAMA - OBS 2

No Si
No 29 1
Si 2 18

Nota. AM-HAMA: Azul de metileno de HAMA. OBS 1:
Observador 1. OBS 2: Observador 2.

Anexo 2.2. Resultados del nuevo método de coloracién en comparacién con

el Gold Standard para la identificacion de Helicobacter pylori (n=50).

Gold Standard

Método de coloracion

No (n=32) Si (n=18)
AM-HAMA
No 29 1
Si 3 17

Nota. AM-HAMA: Azul de metileno de HAMA.



Anexo C: Calculos de tamafios de muestra — Software Epidat 4.2.

[1] Tamafos de muestra. Concordancia:

0,870

Clasificaciones(+) observador 1: 40,000%
Clasificaciones(+) observador 2: 38,000%
Mivel de confianza: 95,0%

Tamano de la muestra

Datos:
Kappa esperado:
Resultados:
Precision
0,100

99

[2] Tamanos de muestra. Pruebas diagnosticas:

rada: o4, 400%
erada: 90,600%
enfermedad: 36,000%

Mivel de confianza: 95,0%

Datos:
Sensibiidad espe
Especificidad esp
Prevalencia de la
Resultados:

Precision (%)

Tamano de la muestra

10,000

af
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Anexo D: Ficha de recoleccién de datos.

1. Cdédigo de la Idmina histologica:

2. Zona de procedencia de la biopsia géastrica:

3. Diagnostico de la biopsia gastrica:

4. Presencia de Helicobacter pylori:
a) Si

b) No
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Anexo F: Aprobacion por el jefe del Laboratorio Oncolégico Taxa.

autorizo que
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Anexo G: Protocolos de los métodos de coloracion.

- A partir de los bloques seleccionados, se realizaron cortes a 3 micras (laminas pavonadas
convencionales, sin ningun tipo de aditivo adicional), y se colocaron estas laminas en una
estufa a 85°C durante 20 minutos. Luego, se desparafind mediante dos cambios en Xilol
durante 5 minutos cada uno. Posteriormente, se hidratd mediante dos cambios en alcohol
absoluto (5 minutos cada uno) y dos cambios en alcohol de 96° (cambios rapidos —entre 2y 3

segundos), y se procedid a colorear mediante cada uno de los métodos.

*En el caso del método de coloracion Hematoxilina-Eosina:

- Las ldminas se colocaron en Hematoxilina de Harris durante 5 minutos, y se lavaron en agua
corriente durante 1 minuto. Después, se diferenciaron con alcohol acido durante 5 segundos, y
se lavaron en agua corriente durante 30 segundos. Posteriormente, se realizé el azulamiento

mediante agua amoniacal durante 1 minuto, y se lavaron en agua corriente durante 30 segundos.

- Finalmente, las ldminas se colocaron en Eosina Yellowish-Floxina durante 10 segundos, y se

lavaron en agua corriente durante 15 segundos.

- Se deshidratd brevemente mediante dos cambios en alcohol de 96° y dos cambios en alcohol

absoluto (cambios rapidos — entre 2 y 3 segundos).

- Se secaron las laminas mediante el uso de un ventilador, y se montd en balsamo de Canada

sintético.

*En el caso del método de coloracién Giemsa (Modificacién de Wolbach):

- Las laminas se colocaron dentro de un coplin con 40 ml de la Solucion de trabajo de Giemsa
(mezcla de 1,25 ml de la solucion madre de Giemsa, 1.50 ml de alcohol metilico, agua destilada

hasta 50 mL) durante 2 horas. La solucién madre se preparé de la siguiente forma: 1 gramo de
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Giemsa en polvo, 66 mL de glicerina, y 66 mL de alcohol metilico. Finalmente, se lavaron las

laminas en agua corriente durante 1 minuto.

- Se deshidratd brevemente mediante dos cambios en alcohol de 96° y dos cambios en alcohol

absoluto (cambios réapidos — entre 2 y 3 segundos).

- Se secaron las ld&minas mediante el uso de un ventilador, y se mont6 en balsamo de Canada
sintético.

*En el caso del método de coloracidn de este nuevo colorante:

El nombre de adquisicion para este nuevo colorante es “Gissell’s Stain”. Se patento ello a través

de BIOSIX, empresa peruana distribuidora de productos y equipos para anatomia patolégica.

Una vez obtenido este colorante, se realizaron los siguientes pasos:

- Mediante el uso de una pipeta de Pasteur de plastico, se agregaron de 1 a 2 dos gotas de este

colorante al tejido, lo suficiente como para cubrir su extension, durante 2 segundos.

- Se secaron las laminas mediante el uso de un ventilador (un par de minutos) o al medio
ambiente (aproximadamente 10 minutos), una vez seco, se mont6d en balsamo de Canada

sintético.



Anexo H: Solicitudes de participacion de los observadores

Lima. 03 de enero del 2022

Mg. Gian Carlos Famirez Ubillus,

De mi mayor consideracion:

Yo, Mercedes del Pilar Brave Taxa, médico anatomopatologo, con mimero de colegiatura
60950, tengo a bien dingimme a usted para saludarle cordialmente v, asimismo, informarle
que ACEPTO participar como evaluador de las laminas lustologicas para la prueba piloto y
ejecucion final de su trabajo de investigacion “Azul de metileno de HAMA en comparacion
con dos coloraciones para identificar Helicobacter pylori™.

Sin ofro particular, agradezco su atencion.

B
/uf ysytry!
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Lima, 28 de enero del 2022

Mg. Gian Carlos Ramirez Ubillus,

De mi mayor consideracion:

Yo, Renier Cesar Cruz Baca, médico anatomopatélogo, con numero de colegiatura 48704,
tengo a bien dirigirme a usted para saludarlo cordialmente y, asimismo, informarle que
ACEPTO participar como evaluador de las ldminas histolégicas para la prueba piloto y
ejecucion final de su trabajo de investigacion “Azul de metileno de HAMA en comparacion

con dos coloraciones para identificar Helicobacter pylori”.

Sin otro particular, agradezco su atencion.
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Anexo 1. Coincidencia de la significancia estadistica de los resultados provistos por los
métodos de coloracidn, en comparacién con el Gold Standard, segin patologia coexistente y

zona gastrica evaluada.

Anexo 9.1. Andlisis entre la presencia de hiperplasia foveolar y los métodos

de coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Hiperplasia foveolar pt
Identificacion de
_ ) No (n=95) Si (n=4)
Helicobacter pylori
n (%) n (%)
HE
No 70 (94.6 4 (5.4
(34.6) 65 0.569
Si 25 (100.0) 0 (0.0)
GIEMSA
No 64 (97.0 2(3.0
(97.0) (30 0.599
Si 31(93.9) 2 (6.1)
AM-HAMA
No 57 (95.0 3(5.0
(95.0) (.0) 1.000
Si 38 (97.4) 1(2.6)
Gold Standard
No 61 (95.3 347
(953) (4.7) 1.000
Si 34 (97.1) 1(2.9)

Nota. tPrueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-
HAMA: Azul de metileno de HAMA.



Anexo 9.2. Andlisis entre la infiltracion de la gastritis cronica y los métodos

de coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Grado de infiltracion pt

Identificacion de Superficial Profunda

Helicobacter pylori (n=52) (n=47)

n (%) n (%)

HE

No 41 (55.4 33 (44.6
(55.4) (44.6) 0.361

Si 11 (44.0) 14 (56.0)

GIEMSA

No 37 (56.1 29 (43.9
(56.1) (43.9) 0.304

Si 15 (45.4) 18 (54.6)

AM-HAMA

No 34 (56.7 26 (43.3
(56.7) (43.3) 0.410

Si 18 (46.1) 21 (53.9)

Gold Standard

No 38 (59.4 26 (40.6
(59.4) (40.6) 0.092

Si 14 (40.0) 21 (60.0)

Nota. tPrueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-
HAMA: Azul de metileno de HAMA.
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Anexo 9.3. Analisis entre la actividad de la gastritis crénica y los métodos de

coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Nivel de actividad pf
Identificacion de Ausente Leve Moderada
Helicobacter pylori (n=30) (n=30) (n=39)

n (%) n (%o) n (%o)
HE
No 29 (39.2) 25(33.8) 20(27.0

(39.2) (33.8) (27.0) <0.001
Si 1(4.0) 5(20.0) 19 (76.0)

GIEMSA

No 30 (45.4) 18 (27.3) 18 (27.3

(45.4) (27.3) (27.3) <0.001
Si 0(0.0) 12(36.4) 21(63.4)

AM-HAMA

No 30 (50.0) 16 (26.7) 14 (23.3

(50.0) (26.7) (23.3) <0.001
Si 0(0.0) 14(359) 25(64.1)

Gold Standard

No 30 (46.9) 18(28.1) 16 (25.0

(46.9) (28.1) (25.0) <0.001
Si 0(0.0) 12(34.3) 23(65.7)

Nota. {Prueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-HAMA.:
Azul de metileno de HAMA.



Anexo 9.4. Analisis entre la presencia de metaplasia intestinal y los métodos

de coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Metaplasia intestinal pt
Identificacion de
_ ) No (n=88) Si (n=11)
Helicobacter pylori
n (%) n (%)
HE
No 65 (87.8 9(12.2
(67.6) (122) 0.725
Si 23 (92.0) 2 (8.0)
GIEMSA
No 58 (87.9 8(12.1
( ) ( ) 0.747
Si 30 (90.9) 3(9.1)
AM-HAMA
No 54 (90.0 6 (10.0
(90.0) (10.0) 0748
Si 34 (87.2) 5(12.8)
Gold Standard
No 57 (89.1 7 (10.9
(89.1) (10.9) 1000
Si 31 (88.6) 4 (11.4)

Nota. fPrueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-

HAMA: Azul de metileno de HAMA.
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Anexo 9.5. Analisis entre la presencia de atrofia gastrica y los métodos de

coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Atrofia gastrica pt
Identificacion de
_ ) No (n=93) Si (n=6)
Helicobacter pylori
n (%) n (%)
HE
No 68 (91.9 6 (8.1
(1.9) (8.1 0.333
Si 25 (100.0) 0 (0.0)
GIEMSA
No 61 (92.4 5(7.6
(924) (76) 0.660
Si 32 (97.0) 3(3.0)
AM-HAMA
No 55 (91.7 5(8.3
(91.7) (8.3) 0,308
Si 38 (97.4) 1(2.6)
Gold Standard
No 59 (92.2 5(7.8
(92.2) (7.8) 0.419
Si 34 (97.1) 1(2.9)

Nota. fPrueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-

HAMA: Azul de metileno de HAMA.
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Anexo 9.6. Analisis entre la presencia de displasia gastrica y los métodos de

coloracion utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Displasia gastrica pt
Identificacion de
_ ) No (n=96) Si (n=3)
Helicobacter pylori
n (%) n (%)
HE
No 72 (97.3 2 (2.7
(973 (@7) 1.000
Si 24 (96.0) 1(4.0)
GIEMSA
No 64 (97.0 2 (3.0
(97.0) (30) 1.000
Si 32 (97.0) 1(3.0)
AM-HAMA
No 59 (98.3 1(1.7
(98.3) (1.7) 0.560
Si 37 (94.9) 2 (5.1)
Gold Standard
No 63 (98.4 1(1.6
(98.4) (1.6) 0285
Si 33 (94.3) 2 (5.7)

Nota. fPrueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-

HAMA: Azul de metileno de HAMA.
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Anexo 9.7. Analisis entre la zona gastrica evaluada y los métodos de coloracién

utilizados, incluyendo el Gold Standard (n=99).

Zona gastrica pt
Identificacion de
_ ) Cuerpo (n=42) Antro (n=57)
Helicobacter pylori
n (%) n (%)

HE
No 31 (41.9 43 (58.1

(41.9) (8.1) 1.000
Si 11 (44.0) 14 (56.0)

GIEMSA

No 26 (39.4 40 (60.6

(394) (006) 0.399
Si 16 (48.5) 17 (51.5)

AM-HAMA

No 23 (38.3 37 (61.7

(38.3) (61.7) 0.405
Si 19 (48.7) 20 (51.3)

Gold Standard

No 24 (37.5 40 (62.5

(37.5) (62.5) 0.206
Si 18 (51.4) 17 (48.6)

Nota. {Prueba exacta de Fisher de 2 colas. HE: Hematoxilina-Eosina. AM-
HAMA: Azul de metileno de HAMA.
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