ABRIR 4.2 CARACTERISTICAS...
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4.3 METODOS DE TIPADO FENOTIPICO

Considerando las caracteristicas fenotipicas de . pylori descritas anteriormente,

se agruparon los aislamientos en cuanto al antibiotipo y biotipo.

4.3.1 ANTIBIOTIPO
Cuando se estudiaron 31 aislamientos, considerando el primer aislamiento por

paciente, se detectaron los 3 antibiotipos con los siguienies porcentajes.

ANTIBIOTIPO n" %
ANTIBIOTIPO I: MET® CLA® 24 77.4%
ANTIBIOTIPO H: MET® CLA® 6 19.3%
ANTIBIOTIPO ITE: MET® CLA® | [ 3.2%

Cuando se consideraron el total de los 47 aislamientos estudiados, se detectaron

tos 3 antibiotipos con los siguientes porcentajes.

ANTIBIOTIPO n® %
ANTIBIOTIPO I: MET® CLA® 33 70%
ANTIBIOTIPO [I: MET® CLA® 12 25.5%

ANTIBIOTIPO 111: MET® CLAF®

I

4.2%
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4.3.2 BIOTIPO

En las tablas siguientes se puede observar el nimero y el porcentaje de

aislamientos encontrados con cada biotipo.

Cuando se consideraron ios 29 aislamientos obtenidos a partir de pacientes no

relacionados (considerando el primer aislamiento por paciente), se obtuvieron los

siguientes porcentajes:

BIOTIPOS n cepas %
BIOTIPO 1 10 345%
BIOTIPO 11 12 41.3%
BIOTIPQO (1 7 24.1%
TOTAL 29

Cuando se consideraron el total de 38 aislamientos a partir de 29 pacientes

pedidtricos, se obtuvieron los siguientes porcentajes:

BIOTIPOS n® cepas %
.._E;IO'E‘I;(') I 2 31.5%
BIOTIPO 11 18 47.3%
BIOTIPO HI 8 21%
TOTAL 38
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En los 19 aislamientos estudiados que proceden de pacientes no relacionados se
detectan los 3 tipos de patrones.

En los 13 aislamientos obtenidos a partir de 6 pactentes, durante diferentes
periodos del tratamiento, se observa que: | paciente mostrd el mismo pairdn en los dos
aislamientos, mientras que, en los otros 5 pacientes, los patrones eran diferentes. Estos
resuitados no concuerdan con los métodos moleculares utilizados.

En un paciente, en el que se detectaron dos aislamientos con diferente
morfologia, se observé el mismo patron. En un paciente con diferencias en la
sensibilidad, el patron era diferente, resultado que no concuerda con los métodos
moleculares utilizados.

En el caso de los aislamientos de dos hermanos, los patrones eran también

diferentes. estando en concordancia con los métodos moleculares.
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Figura 16. Porcentaje de aislamientos clasificados en cada antibiotipo.

ANTIBIOTIPO 11l
3%

ANTIBIOTIPO I
19%

ANTIBIOTIPO |
78%

Figura 17. Porcentaje de aislamientos clasificados en cada biotipo.

BIOTIPO Il

24% T, BIOTIPO |
35%

BIOTIPO 1l
41%
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4.4 METODOS DE TIPADO GENOTIPICO

4.4.1 ESTUDIO DE PLASMIDOS
Se estudiaron un total de 34 aislamientos de H. pylori obtenidos a partir de 31

pacientes pedidtricos. Los resultados se encuentran en la tabla 31. El resultado de cada

aislamiento se puede observar en las tablas 33, 34 y 35.

Tabla 31. Némero y porcentaje de aislamientos que muestran | 6 2 plasmidos o
ninguno. Se ha considerado tinicamente 1 aislamiento por paciente, con 3 excepciones

en que los patrones de los aislamientos del mimo paciente eran claramente diferentes

(6 aislamientos a partir de 3 pacientes).

n® cepas %
No plasmidos 25 73.5%
| plasmido ] 5 14.7%
2 plasmidos 4 H.7%
Total 34
i

Los patrones obtenidos en los aislamientos que poseen | 6 2 plasmidos son
diferenies con pesos moleculares entre 7.9 y 1 MDa, y se han definido como Pla, Plb,
Plc, Pld, P2a, P2b, P2c y P2d. Pero tnmicamente el 27.2% de los aislamientos poseen

plasimidos.
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Fl patron de plasmidos no fue el mismo en tres casos, en los que se estudiaron
aislamientos del mismo paciente:

Caso 1. Tres aislamientos del mismo paciente (179, 283 y 314). Los dos
primeros presentan un plasmido de 6.0 MDa, mientras que el tercero no lleva plasmido.

Caso 2. Cepas 301 y 343, En el primer aislamiento no se detecto la presencia

de plasmidos y, sin embargo, en el segundo, se observaron dos pldsmidos de 5.7 y 3.0

MDPa.

Caso 3. Cepas 149G y 149P aisladas de la misma biopsia, pero con diferencias
en la morfologia, que fueron separadas como grande y pequeia. En el aislamiento 149P

no se detectd la presencia de pidsmidos, mientras que en el 149G se observd uno de 4.7

MDa.

Patron Aislamiento Plasmidos
Pla _1:9 G 4.7’_1:4Da
Plb 179/283/197 6.0 Mba
Plc 274 6.9 MDa
Pid 305 7.9 MDa
P2a 106 1.5 MDa / | MDa
P2b 343 5.7 MDa / 3.0 MDa
P2c L6 6.9 MbDa /7 4.{ MDa
P2d 253 3.5 MDa /2.0 MDa
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Figura 17. Gel de electroforesis tefido con Bromuro de Etidio, en el que se observan
diferentes aislamientos de H. pylori que muestran plasmidos.
Lineas 1, 2, 3 y 9: Aislamientos nimeros 106, 343, 16 y 253, que muestran dos
plasmidos cada uno.
Lineas 5, 6, 7, 8, 10 y 11: aislamientos 149G, 179, 283, 197, 274 y 305 que
muestran 1 plasmido cada uno.
Linea 4: aislamiento 301 sin plasmidos.

M es el marcador de peso molecular.
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4.4.2 ESTUDIO ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Se estudiaron un total de 29 aislamientos de H. pylori a partir de 19 pacientes
pediatricos.

Se probaron dos enzimas de restriccidon Hind}l y Haelll. El ADN de todos los
aislamientos, excepto uno, pudo ser digerido con un enzima y, en la mayoria de los
casos, con las dos enzimas probadas. Cuando un aislamiento se digeria con los dos
enzimas, los patrones eran diferentes pero concordantes en cuanto al resultado. El
aislamiento que no pudo digerirse con Hindlll ni con Haelll se consideré como un
patron mas.

En los 16 aislamientos obtenidos a partir de 6 pacientes se consiguieron
determinar un total de 8 patrones diferentes, que se encuentran en las tablas 33 y 34,
y se definieron como ER1 al ERS.

De los 5 pacientes en los que se estudid mas de un aislamiento en diferentes
momentos del tratamiento, se encontraron 3 pacientes en los que los pairones obtenidos
eran similares y dos en los que los patrones eran diferentes. En los aislamientos con
diferencias en la sensibilidad a metronidazol (el aislamiento normal y la subpoblacion
resistente) se observd el mismo patrén, por lo tanto, se deduce que las diferencias en
el genoma son mas pequenas de las que este sistema de tipado puede detectar.

En los 13 aislamientos de 13 pacientes se detectaron patrones diferentes, aunque
era difictl compararlos cuando se encontraban en diferentes geles, por el gran nimero

de bandas proximas que se observaban. Los patrones fueron definidos como ER9 al

ER20 (1abla 35).
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Figura 18. Patrones de ADN cromosémico digerido con enzimas de restriccién en 10
aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a partir de 3 pacientes pediétricos.
Lineas 1, 8 y 13: Marcador de peso molecular.
Lineas 2, 3, 4 y 5: Aislamientos nimero 70, 163, 190 y 286 de un paciente
digerido con Haelll.
Lineas 6 y 7: Aislamientos 179 y 283 de un paciente digerido con Haelll.

Lineas 9, 10, 11 y 12: Aislamientos 170, 170sp, 193 y 193sp de un paciente

digerido con Hindlll.
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Figura 19. Patrones de ADN cromosémico digerido con enzimas de restriccion (Haelll)
en 10 aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a partir de 4 pacientes pedidtricos.
Lineas A y B: Aislamientos 116 y 188 de un mismo paciente.
Linea C y D: Aislamientos 72 y 222 de un paciente.
Lineas E, F, G, H, I y J: aislamientos normales y con subpoblacion resistentes:
170, 170sp, 193, 193sp, 130 y 130sp.

M es el marcador de peso molecular.
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Figura 20. Patrones de ADN cromosémico digerido con enzimas de restriccion en 13
aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a partir de 13 pacientes pediatricos.
Lineas 1 al 13: aislamientos 39, 83, 121, 166, 174, 178, 197, 233, 242, 253,
274, 293 y 305.
M es el marcador de peso molecular.
En la linea 1, el aislamiento nimero 39 no ha sido digerido con Haelll.

Lineas del 1 al 6 han sido digeridas con Haelll y del 7 al 13 con HindIIl.

| SRS et Sl Ea . e M 7 8 9 10 11 12 13 M
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4.4.3 RCP CON INICIADORES ARBITRARIOS {RCP-1A)

Se estudid un total de 35 aislamientos obtenidos a partir de 26 pacientes
pediatricos.

En los 16 aislamientos obtenidos a partir de 7 pacientes se detectaron un total
de 9 patrones diferentes, definidos como A1 al IA9, que se encuentran en las tablas
33y 34.

En los 12 aislamientos obtenidos en diferentes momentos del tratamiento de 6
pacientes se observaron los siguientes resultados: En 4 pacientes los patrones eran
similares en los aislamientos estudiados, mientras que en los otros dos pacientes los
patrones eran diferentes.

Los aislamientos con diferencias en Ia sensibilidad a metronidazol o con
diferencias en la morfologia produjeron el mismo patron.

Los 2 aislamientos obtenidos a partir de dos hermanos eran diferentes (patron
IA10 y JA11), indicando la posible colonizacion de miembros de la misma familia por
cepas diferentes.

En los 17 aislamientos, obtenidos a partir de pacientes no relacionados, los
patrones obtenidos eran diferentes, aunque los patrones eran mas facilmente
comparables cuando se estudiaban en el mismo gel. Se definieron los patrones 1A12 al

1A28 (en la tabla 35).
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Figura 21. Patrones de RCP-IA de 10 aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a
partir de 5 pacientes pediatricos.

Lineas 1 y 2: aislamientos 70 y 190.

Lineas 3 y 4: aislamientos 222 y 468.

Linea 5 y 6: aislamientos 170 y 193.

Lineas 7 y 8: aislamientos 179 y 314.

Lineas 9 y 10: aislamientos 301 y 343.

M es el marcador de peso molecular.

B-1 2 3 &+ M § 6.1 & 8§ 1% 8
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Figura 22. Patrones de RCP-IA de 10 aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a
partir de 5 pacientes pediatricos.
Lineas 11 y 12: aislamientos 255 y 282.
Lineas 13, 14 15 y 16: aislamientos normales y con subpoblacion resistente de
170, 170sp, 193 y 193sp.
Lineas 17 y 18: aislamiento 121 con morfologia pequefa y grande.
Lineas 19 y 20: aislamientos 188 y 149 obtenidos a partir de dos hermanos.

M es el marcador de peso molecular.

M 11 IZMIM 15 16 17 18 19 20 M
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Figura 23. Patrones de RCP-IA de 8 aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a
partir de 8 pacientes pediatricos.
Lineas 21 al 28: aislamientos 83, 106, 130, 166, 233, 248, 253 y 259.

M es el marcado de peso molecular.

M 21 22 23 24 25 26 27 28 M
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Figura 24. Patrones de RCP-IA de 10 aislamientos clinicos de H. pylori, obtenidos a

partir de 10 pacientes pediatricos.

Lineas 29 al 38: aislamientos 441, 444, 463, 504, 392, 274, 293, 325, 387 y 419.

M es el marcado de peso molecular.

M 29 30 31 32 M 33 34 35 36 37 38 M
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4.4.4 FRAGMENTO AMPLIFICADO DIGERIDO CON ER (ER-ureB)

Se estudiaron un total de 20 aislamientos, a partir de 10 pacientes pedidtricos.

En 8 aistamientos, obtenidos a partir de 4 de los pacientes, no se obtuvo
digestion del fragmento amplificado con este enzima y se consideré como un tipo de
patron. Se obtuvieron up total de 6 patrones diferentes. Los resultados se encuentran
en las tablas 33 y 34 y los patrones se definieron como UBI al UB5, y NO DIG (no
digestion).

En los 12 aislamientos obtenidos a partir de 5 pacientes, se observo que en dos
pacientes no existen diferencias en los aislamientos porque el enzima no digiere. En
otro paciente se detecta el mismo patrén de digestidon. En los dos pacienies restantes
existen diferencias entre los patrones obtenidos en los aislamientos.

En el caso de los aislamientos que muestran diferencias en la sensibilidad a
metronidazol o diferencias en la morfologia, no se observaron diferencias en los
patrones encontrados.

En los dos aislamientos obtenidos a partir de dos hermanos, los patrones

observados eran diferentes.

Uno de los patrones, el UBI, se observd en aislamientos de 4 pacientes

diferentes.



Resultados 159

Figura 25. Representacion esquematica de los patrones obtenidos mediante el método

de ER-ureB. M es e! marcador de peso molecular y C+ es el tamafio del producto

amplificado sin digerir.

M C+ |70 190286 72 222468 M C+

M CHq 170 193| 179 314) 301 343| C+ M

M C+ | 16 16sp|130 130sp | 121P 121G 188149 C+ M
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Tabla 33. Aislamientos clinicos de H. pylori estudiados por métodos fenotipicos y
genotipicos de tipado. Grupo 1: Cepas del mismo pacienie en diferentes momentos del

tratamiento.

.
n® Paciente Tratto AR BT PL ER RCP-1A ER-ureB
70 1SS A ABI1 Bi O ER! 1A1 UBI
.
163 ISS B6 ABI Bl 0 ER2 ND ND
190 1SS Bi2 AB1 Bl 0 ER2 1A2 NO DIG
- -
286 1SS Bi8 AB2 ND 0 ER2 ND NO DIG
72 EMG Bl ABI Bili f] ER3 ND UBl
4 L
222 EMG B12 AB1 BI 0 ER3 A3 UB1
464 EMG BI§ ND ND 0 ND A3 UBTI
| ——
116 FP Bo6 AB2 Bil 0 ER4 ND ND
188 FP B2 AB2 Bl }] ER4 IA]D UBI
170 EQC A ABI Bl 0 ERS 1A4 UB2
- —1
193 EQC Bi ABI Bl1 { ER6 TAS UBI
179 1 ASR A } ABI1 Bl b ER7 [AH NO DIG
-
283 ASR B6 ABZ BIfi ib ER7 ND ND
— — p— F—
314 ASR B12 AB2 ND 0 ND 1AG NO DIG
301 JRM Bl AB3 B! 0 ND 1A7 NO DIG
343 JRM Bi2 AB3 ND 2h ND TA7 NO DIG
2355 JEG A ABI1 J Bl 0 ND 1A8 ND
282 IrG 31 ND Bit 0 ND IAR ND
348 PG B6 AB2 ND ND ND ND ND
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Tabla 34. Aislamientos clinicos de H. pylori estudiados por métodos fenotipicos y

genotipicos de tipado. Grupo 2: Cepas de la misma muestra: sensible y subpoblacion

resistente (sp) o morfologia grande (G) y pequena (P), asi como aislamientos de 2

hermanos (FP y L.P).

n°® Paciente Tratio AB BT PL ER RCP-1A ER-ureB
i = —_—
16 GS A AB1 Bi 2¢ ND ND UB3
{6sp GS A ABI ND Pl ND ND UB3 |
72 EMG BI ABI BIlI 0 ND ND ND
72sp EMG BI AB1 ND 0 ND ND ND
= ——— e — A —— e A ————
“—1 “‘l
170 l EQC A ABl Bl 0 B ERS 1A4 ND
170sp EQC A AB2 Bl 0 ERS 1A4 ND
193 EQC 81 ABI BII 0 ER6 1AS ND
193sp EQC BI AB2 ND 0 ER6 tAS ND
I S S
130 RTS A ABI Bl 0 ER8 ND NO DIG
130sp RTS A AB2 ND 0 ERS ND NO DIG
|
121 ¢ VRM W A ND ND ND ND 1A9 UB4
121 G VRM A ND ND ND ND 1A9 UB4
R R i
149 p PP A ABI BI 0 ND ND ND
149 G L.p A ABI Bl la ND 1AL UBS
= = — SE— ]
116 FP B6 AB2 BII 0 ER4 ND ND
188 Fp Bi2 AB2 BII 0O ER4 ( 1A10 UBI
149 G LP A ABI BI Ta ND 1A11 UBS
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Tabla 35. Aislamientos clinicos de H. pylori estudiados por métodos fenotipicos y

genotipicos de tipado. Grupo 3: Cepas de pacientes no relacionados.

n® AB BT PL | kR RCP-1A
is ABI B { ND ND ND
39 ABI BI 0 NO DIG ND
73 ABI Bil 0O | ND ND
83 AB] B 0 ER9 1A]2
101 ABI B 0 ND ND
106 ABI BII 2a ND IA13
121 ABI BIf 0 ER10 ND
122 AB2 BlJ 0 ND ND
125 AB2 BIT 0 ND ND
156 ABI BIJ 0 ND ND
165 ABI ND 0 ND ND
166 ARI BIII 0 ERII 1A14
174 ABI BII 0 ER12 ND
178 ABI BAJ ND ER}3 ND
197 ABI BIII tb ER14 ND
233 ABi BII 0 ERIS 1A15
242 ABI BI | 0 ER16 ND
248 ABI BIII 0 ND [A16
253 ABI Bl 24 ER17 IA17
259 ABI ND 0 ND iAL8
274 ND ND e ER18 1A19
293 ND ND rr 0 ER19 1A20
305 AR2 BI i ER20 ND
325 ND ND ND ND 1A21
387 ND ND ND ND 1A22
392 ND ND ND ND [A23
419 ND ND ND ND 1A24
44 ND ND ND ND 1A25
444 ND ND ND ND 1A26
463 ND ND ND ND 1A27
504 ND ND_ | ND ND 1A28




Resultados 163

4.5 COMPARACION DE LOS DIFERENTES METODOS DE TIPADO

4.5.1 TIPABILIDAD
En la tabla 36 se encuentran los resultados de tipabilidad de cada método (el

porcentaje de cepas tipadas del total de aislamientos estudiados).

Tabla 36. Tipabilidad de cada método.

Método Cepas estudiadas Cepas tipadas Tipabilidad ]
B Antibiotipo B ? - 47 - 100%
Biotipo 38 38 100%
Plasmidos 34 9 26.5%
ER 29 28 96.5%
RCP-1A 35 35 100 %
ER-ureB 20 12 60%
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4.5.2 REPRODUCIBILIDAD

Para clasificar los aislamientos de un mismo paciente como iguales o diferentes,

hemos considerado el resultado obtenido, por al menos, dos métodos de tipado,

preterentemente moleculares (tabla 37).

Tabla 37. Resultados obtenidos al comparar los diferentes métodos de tipado estudiados

en aislamientos de los mismos pacientes.

Pacientes Resultado Méiodos
Concordantes Discrepantes
70/163/190/286 ﬁdiferente -BT/ERIIA/UB B _AB/;’L
72{222/468 iguales AB/PL/ER/TA/UB BT
116/188 iguales AB/BT/PL/ER
170/193 diferentes BT/ER/IA/UB AB/PL
179/283/314 iguales ER/IA/UB AB/BT/PL
301/343 iguales AB/IA/UB PL
255/282/348 iguales PL/IA AB/BT
|
F 170/170sp iguales PL/ER/IA AB/BT
193/193sp iguales PL/ER/TA AB
130/130sp iguales PL/ER/UB AB
121P/121G iguales IA/UB
188/149 diferentes AB/BT/TA/UB

PL




Resultados 165

Hemos calculado el porcentaje de reproducibilidad como el nimero de pacientes
en los que el resultado concuerda con otros métodos con respecto al total estudiados.

Es importante considerar que el nimero de pacientes incluidos es pequeio.

Tabla 38. Reproducibilidad obtenida por cada método de tipado estudiado.

Métodos ( Concordantes | Discrepantes N total Reproducibilidad
Antibiotipo 4 pacientes 7 pacientes | 11 pacientes 36.36%
Biotipo 4 pacientes 4 pacientes 8 pacientes 50%
Plasmidos 6 pacientes 5 pacientes | 11 pacientes 54.5%
ER 8 pacientes 0 pacientes 8 pacientes 100%
RCP-1A 10 pacientes 0 pacientes | 10 pacientes 100%
ER-ureB 8 pacientes 0 pacientes 8 pacientes 100%
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4.5.3 PODER DISCRIMINATORIO

Se han considerado todos los aislamientos estudiados que no tenian retacién entre

si y el primero de cada paciente, cuando se obtenian mas de uno.

Tabla 39. Indice discriminatorio (ID) de cada método de tipado estudiado.

Método n“total cepas | N? total de tipos | ID
A-;ltibiotipo 31 -3 T 0.28
Biotipo 29 3 0.66
Plasmidos 31 7 0.40

IR 9 19 1

RCP-IA 26 26 [
FER-ureB 10 6 0.86
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Figura 26. Reproducibilidad, tipabilidad y poder discriminatorio de los diferentes

métodos de tipado utilizados (Poder discriminatorio se representa como IDx100).

TIPABILIDAD
PODER DISCRIMINATORIO
REPRODUCIBILIDAD

ER-ureB

(@)
o m
= <
O
o

PLASMIDOS
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4.6 ESTUDIO COSTE/BENEFICIO DE LOS METODOS DE TIPADO

Para conocer qué método resultaba mds valido en relacion al precio y al tiempo

necesario para obtener resultados, se realizaron 3 tipos de estudios:

4.6.1 PRESUPUESTO ECONOMICO DE CADA METODO

1) Presupuesto para 5 métodos de tipado (! método fenotipico y 4 genotipicos), de

acuerdo con los precios especificados anteriormente:

a) BIOTIPADO

= H
Producto Cantidad/ Cantidad/ PVP/ Total/
imuestra envase envase muestra
TIRA AP} 25 tiras 23.000 pts 920 pts

b) ESTUDIO DEL ADN PLASMIDICO

Lixtraccion

Llectroforesis

e —

61.7 pis

——pp—

90.1 pts

Otros gastos

50 pts

Total/muestra

202 pts

sl b
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¢) METODO DE ENZIMAS DE RESTRICCION

Extraccion

61.7 pis

Digestion

218.1 pts

Electroforesis

90.1 pts

(hros gastos

50 pts

Total/muestra

420 pts

d) PRESUPUESTO METODO DE RCP-IA:

Extraccion | Amplificacion Electroforesis Otros gastos | Total/muestra
inespecifica
61.7 pts 83.4 pts 101.4 pts 150 pts 397 pts
e} PRESUPUESTO METODO DE ER-ureB:
Extraccidn | Amplificacién | Digestion | Electroforesis Otros Total/
especifica gastos muestra
L'‘-''_‘—-—_.—'_""'_'_"——-_- § ——————
61.7 pts 114.5 pts 158.6 pts 115.8 pts 150 pts 601 pts
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4.6.2 TIEMPO INVERTIDO POR EL PERSONAL

Se ha calculado el tiempo invertido por el personal en la realizacién de las

técnicas.
METODO PROCEDIMIENTO TOTAL (tiempo)
Biotipado inoculacién 10 min
15 min
lectura 5 min
]
Plasmidos extraccion 45 min
electroforesis
1 It 30 min
preparar gel 30 min
cargar gel 8 min
lectura y foto 7 min
ER de ADN extraccion 1 h 30 min
cromosdémico 2 h 30 min
digestion 15 min
electroforesis | 45 min
RCP-1A extraccion 1 h 30 min
2 145 min
amplificacion 30 min
electroforesis 45 min
— = e e
ER-ureB extraccion 1 h 30 min
amplificacion 30 min 3h
digestion 15 min
electroforesis | 45 min
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4.6.3 TIEMPO NECESARIO PARA OBTENER EL RESULTADO

Se ha calculado el tiempo necesario para obtener el resultado final, considerando
tanto el tiempo necesario para la realizacion de la técnica, como los tiempos de espera

de incubaciones, electroforesis o amplificaciones.

METODO TIEMPO | TIEMPOS ESPERA TOTAL
TECNICA (tiempo)
B S
Biotipado 15 min incubacion 4 h 4 h 15 min
Plasmidos 1 h 30 min | extraccion 30 min
4 h
electroforesis 2h
ER de ADN 2 h 30 min § extraccion ih
cromosomico 23 h 30 min
digestion 4 h
eleciroforesis 16 h
| |
RCP-IA 2 h 45 min | extraccion 1h
9 h 45 min
amplificacion 4 h
electroforesis 2 h
ER-ureB 3h extraccion I h
i4 h
amplificacion 4 h
digestion 4 h
electroforesis 2 h
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4.6.4 RESULTADOS FINALES

Hemos dado una puntuacion del 1 al 5 en cuanto a presupuesto, tiempo
necesario para la realizacion de la técnica y tiempo necesario para obtener el resultado
final. La puntuacién més alta fue para el método més barato, mas rapido y en la que

el personal invierte menos tiempo.

Método Precio Tiempo de Tiempo en obtener Puntos
trabajo resultados
L‘_""_‘---_---——-'_"’—-?{—t r—— - — —
Biotipado 1 5 4 10
Plasmidos 5 4 5 14
4|,
ER en ADN 3 3 l 7

cromosomico

RCP-1A 4 2 3 9

ER-uref3 2 1

tJ
Lh
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5. DISCUSION
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5.1 DIAGNOSTICO

5.1.1 ELECCION DE LAS CONDICIONES DE LA RCP

Existen numerosos trabajos publicados que utilizan la RCP como método de
deteccion de H. pylori (Fabre 1994), debido a que es un microorganismo delicado y a
que son lentos los métodos de diagnostico utilizados habitualmente. Cada autor utiliza
un protocolo diferente, con los iniciadores disefiados en su grupo de trabajo, y lo
recomiendan como muy bueno (Mapstone 1991, Ho 1991, Valentine 1991, Clayton
1991 ¢, Clayton 1992, Engstrand 1992, Hammar 1992, Bickley 1993, Peek 1995). Sin
embargo. existen muy pocos trabajos que comparen los métodos propuestos por
diferentes investigadores. Este es un primer problema a la hora de intentar elegir qué
protocolo de RCP queremos utilizar para el diagndstico de la infeccion por H. pylori.

En este estudio, después de realizar una amplia busqueda bibliografica sobre los
protocolos existentes hasta el momento de iniciar el proyecto, elegimos 3 tipos de
iniciadores, basados preferentemente en la calidad cientifica de los grupos de
investigacion que los proponian, pero siendo conscientes de que la eleccion podria no
ser la mas adecuada. El protocolo basado en el gen ured, se eligid también porque
existia algiin grupo mas de investigadores que habia utilizado este protocolo propuesto
por Clayton (Wang 1993, Van Zweet 1994).

Ademas, es necesario elegir la casa comercial de la que vamos a obtener los
reactivos, que deben ser siempre de buena calidad y que pueden modificar los

resultados finales, especialmente en cuanto a la sensibilidad de la técnica.
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Otro problema que debemos tener en cuenta, es el método de diagndstico con
el que comparamos tos resuttados obtenidos. Los que utilizan en los diferentes trabajos
publicados son muy diversos. La mayoria de los autores comparan los resultados con
cultivo y/o histologia (Westblom 1993 b, Lage 1995), otros con serologia (Peek 1995),
algunos con la prueba del aliento con urea (El- Zaatar1 1995) o con la prueba de la
urcasa rapida (Fabre 1994), dependiendo de los métodos que estén utilizando en ese
momento en su centro de trabajo. En este estudio, hemos comparado los resultados co

cultivo e histologia.

5.1.2 SENSIBILIDAD DE LA RCP

Una vez elegidos y disefiados los protocolos de RCP que thamos a utilizar,
comprobamos que 25 aislamientos de H. pylori eran positivos por esta técnica y
determinamos la concentracion de ADN con la que se podia diagnosticar la presencia
de cada gen.

La RCP fue capaz de detectar hasta 12 pg de ADN con ureA, 50 pg con ureB
y 25 pg con ARNr. La sensibilidad de la técnica era diferente en cada cepa estudiada.
Hay trabajos descritos que son capaces de detectar cantidades de ADN menores que en
nuestro estudio. pero en general necesitan modificar la metodologia de RCP para
hacerla mas sensible. Lage y col. detectan hasta 3,6 fg de ADN de H. pylori, utilizando
una RCP con iniciadores frente al gen ureC, que amplifica un fragmento de tamano
pequeiio (294 pb) (Lage 1995). Mapstone y col. detectan hasta 10 fg, pero utifizando
una RCP anidada, ya que la RCP en un sélo paso no era lo suficientemente sensible

{Mapstone 1993 a}. Ho y col. detectan hasta 10 pg en una RCP de 30 ciclos, y son
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capaces de aumentar la sensibilidad a 0.1 pg si aumentan a 4{ ciclos y a 0.01 pg,
utilizando también una RCP anidada (Ho [99f). En ila mayoria de los trabajos
publicados, se estudia 1a sensibilidad de la técnica utlizando ¢l ADN de un aislamiento
de H. pylori. En este trabajo, el nivel de deteccién varia de forma considerable
dependiendo del aislamiento, por 1o que no nos parece recomendable sacar conclusiones
con los resultados obtenidos en un Unico aislamiento.

El bajo nivel de sensibilidad de la técnica, en la deteccion del ADN de los
aislamientos de H. pylori, podria explicarse por varias razones: la calidad del ADN
obtenido, la marca comercial de la Taq polimerasa utilizada o, incluso, la marca del
bloque térmico en el que se realiza la amplificacion. En un trabajo publicado por
Romero Lopez y col. comparan diferentes iniciadores en la técnica de la RCP (ureA,
ureA+B y ure(C) y dos protocolos de extraccion del ADN {ebullicién de la muestra que
libera el ADN y un protocolo mas elaborado para obtener ADN purificado). Llegan a
fa conclusion de que la sensibilidad del ensayo depende del tamano del fragmento
amphificado, siendo mas sensible cuanto més pequefio sea el fragmento, y de que el
método de ebullicion puede dar lugar a resuitados negativos, aunque el ADN se
encuentre en la muestra (Romero Ldpez 1993). La necesidad de realizar un método de
extraccion de ADN, que no sea simplemente el de ebullicion, sino que permita obtener
un ADN aceptable en cuanto a calidad y cantidad, ha sido recomendado también por
otros autores (Wang 1993). En nuestro estudio hemos utilizado un protocolo de
extraccion con el que obtenemos un ADN de muy buena calidad y cantidad. Sin
embargo, el tamafio del fragmento amplificado es de 411 pb, usando iniciadores para

el gen ureA, de 500 pb para el gen ARNr y de 933 pb para el gen ureB. Estos tamanos
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pueden ser excesivamente grandes. La sensibilidad obtenida por otros autores, que han
amplificado el fragmento de 411 pb, no es excesivamente buena (Wang 1993, Van
Zweet 1994),

Por otra parte, cuando hemos realizado la técnica de la RCP a partir de biopsias,
aparece un porcentaje relativamente alto de muestras que, siendo negativas por los

métodos de diagndstico habituales (histologia y cultivo), son positivas para H. pylori.

5.1.3 COMPARACION DE LOS DIFERENTES METODOS
Al comparar los resultados obtenidos a partir de muestras de biopsia gastrica,
por los tres métodos de diagnostico utilizados: cultivo, histologia y la técnica de RCP,

se observo que la RCP fue la que detecid mayor ndmero de biopsias positivas.

5.1.3.1 RCP POSITIVA Y METODOS DE REFERENCIA NEGATIVOS

La RCP fue positiva en 9 pacientes, mientras que los métodos de diagndstico
habituales resultaron negativos. Esto podria explicarse por una mayor sensibilidad de
la técnica o por {a posible contaminacion de las biopsias durante la endoscopia
{Roosendaal 1994) o durante el trabajo de! laboratorio (Wright 1990), que daria lugar
a resultados falsos positivos. En todos los ensayos de RCP se incluyé un control
negativo, para confirmar que no se producian contaminaciones cruzadas en la reaccion.

Al estudiar de manera detallada los resultados de esos 9 pacientes, se observo
que en dos de ellos disponiamos de la informacion completa, mientras que en los 7
restaites careciamos de tos datos de la histologia o el cultivo estaba contaminado. Si

dispusiéramos del diagndstico por los dos métodos, el resuitado podria verse
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modificado. Ademas. 3 de los aislamientos eran de muestras de biopsias obtenidas
después de 1 mes de tratamiento, y puede indicar que la bacteria ha sido erradicada del
estémago, de manera que no se detecta por cultivo ni histologia, pero podrian quedar

restos de formas cocoides 0 de ADN que la RCP si seria capaz de detectar.

5.1.3.2 RCP NEGATIVO Y METODOS DE REFERENCIA POSITIVOS

En 6 pacientes la RCP fue negativa, mientras que la histologia fue positiva y en
uno de ellos el cultivo también fue positivo. Este hecho podria explicarse de diferentes
formas:

a) un mal estado de la biopsia utilizada para RCP. Sin embargo, la RCP que
detecta el gen de la B-globina humana fue positiva, indicando que el protocolo de
extraccion fue adecuado y el ADN se encontraba en buen estado.

b) la utilizacion de muestras de biopsia gastrica diferentes para el estudio
histologico y el microbiologico. Se ha descrito anteriormente que H. pylori se puede
distribuir en forma de parches en el antro géstrico (Bayerdorffer 1989) y en algunas
zonas de ias biopsia puede no encontrarse el microorganismo. Debido a [a posibiiidad
de que ocurra esto, se recomienda el estudio de mas de una biopsia para el cultivo,
especiaimente en adultos (Glupzcynski 1995 b); sin embargo en nifios este hecho parece
ser menos importan(e y una sola biopsia podria ser suficiente (Gormally 1993).

¢) la presencia de resultados falsos positivos por histologia, debido a que es una
técnica subjetiva y es necesario tener experiencia en la interpretacion de las imagenes
MICToscopIcas.

d) la posibilidad de que algin aislamiento de H. pylori presente una secuencia
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ligeramente diferente del gen ureA. Esta posibilidad no ha sido descrita hasta el
momento por ninghn autor, aunque si se ha publicado que el microorganismo puede
producir menor cantidad de ureasa cuando se encuentra "in vivo" que "in vitro" (Peek
1995).

Otros autores han descrito también la posibilidad de que una muestra de biopsia
sea positiva por cultivo e histologia, y sin embargo, la RCP sea negativa, aunque se

repetia el experimento al menos dos veces (Westblom 1993 b).

5.1.3.3 SENSIBILIDAD DEL CULTIVO

La mayoria de los trabajos publicados, presentan la RCP como un método
directo y mas sensible que los métodos de diagnéstico habituales (cultivo/histologia).
Sin embargo, existe al menos un trabajo en el que se indica que la RCP es tan sensible
como el cultivo para el seguimiento del tratamiento (Van Zweet 1993).

En este estudio, ei 31.5% de las biopsias fueron positivas utilizando el método
de cultivo, mientras que un 58.1% lo fueron por histologia y un 59.6% por RCP. El
bajo porceniaje de cultivos positivos puede explicarse por varias razones:

a) las muestras se obtienen en el Servicio de Digestivo del Hospital del Nifo
Jesis y se envian 1o mas répidamente posible al Servicio de Microbiologia del Hospital
de la Princesa, donde se procesan para su cultivo. Normalmente los porcentajes de
aislamiento son mas etevados, y en determinados casos incluso mas fiables, que los
resultados de la hisiologia, que puede identificar falsos positivos.

b) la contaminacién de la solucidén salina, en la que se transportaban las

muestras, con P. aeruginosa.
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¢) Ia falta de medio selectivo durante una parte del estudio.

Diversos autores indican que el cultivo, realizado en las condiciones dptimas,
especialmente en cuanto a la rapidez en la siembra de la muestra, puede llegar a ser tan
sensible como la realizacién de una técnica de RCP, que es mas compleja y
probablemente mds cara. En los casos en los que el cultivo no se puede sembrar
rapidamente, estaria indicada la realizacion de esta técnica (Van Zweet 1993).

En un trabajo publicado recientemente, se observa que la técnica que detectd el
porcentaje mas alto de muestras positivas fue la RCP (38.5%), seguida del cultivo
(36.5%), prueba de ureasa rapida (34.6%), y por ultimo, la tincion histolégica (33.7%)
{Lage 1995). Fabre y col. publican un trabajo en el que encuentran un 53 % de muestras
positivas por RCP, seguido de un 50% de positivos por histologia, un 48% por cultivo
y un 43% por prueba de ureasa rapida (Fabre 1994).

Parece que la tecnologia de la RCP puede tener un gran interés utilizdndola en
muestras obtenidas de forma no invasiva (saliva, placa dental y/o heces), en las
obtenidas a partir de animales domésticos, asi como en muestras de agua, tanto fecales
como de bebida, en las que no son facilmente aplicables las técnicas de cultivo
habituales. La utilizacion de la metodologia molecular nos ayudard a obtener mejores
conocimientos sobre la epidemiologia, la transmisién y los posibles reservorios de la

infeccion producida por H. pylori.
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5.2 CARACTERISTICAS DE H. pylori

5.2.1 SENSIBILIDAD

Los datos de sensibilidad obtenidos en este estudio, concuerdan con los
observados en un mayor namero de aislamientos, estudiados recientemente en nuestro
Departamento {(Alarcon 1995).

Se confirma la buena actividad "in vitro" de amoxicilina, para la que no se ha
encontrado ninguna cepa resistente en el mundo hasta el momento.

Hemos encontrado un 20.7 % de resistencia a metronidazol, resultado similar
a los obtenidos por otros autores. Sin embargo, este porcentaje ha aumentado con
respecto a los datos de nuestro hospital en 1991 (Lopez-Brea 1991). La tasa de
resistencia publicada en diferentes paises es muy variable, dependiendo ademds de la
poblacion estudiada (European Study Group 1992).

El porcentaje de resistencia a claritromicina es del 3.8% vy, aunque todavia es
muy bajo, es necesario llamar la atencion sobre la aparicién de cepas resistentes a este
nuevo macrolido, puesto que hasta hace poco tiempo no se habian descrito en
aislamientos espanoles (Lopez-Brea 1993 ¢). Otros autores observan un aumento de la
resistencila a claritromicina en paises europeos en los Gltimos afos (Cayla 1993,
Glupzeynski 1995 a), quizd debido al uso abusivo de nuevos macrdlidos para un gran

naimero de intecciones, especialinente en nifios.
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5.2.2 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Todos los aislamientos produjeron oxidasa, catalasa y ureasa en €l momento de
su aislamiento en el laboratorio. Se ha descrito 1a existencia de cepas catalasa negativas
en el laboratorio, debido probablemente a 1a pérdida de esta enzima después de largos
periodos de conservacién (Lopez-Brea 1993 b). Se ha descrito también la existencia de
cepas ureasa negativas {(Cover 1991), aunque son extremadamente raras.

En cuanto a la presencia de diferentes enzimas preformadas, fosfatasa alcalina,
fosfatasa acida y naftol fosfohidrolasa, estuvieron presentes en todos los aislamientos
estudiados, por lo que podrian ser utilizadas como pruebas bioquimicas de diagnostico,
especialmente ante la posibilidad de encontrar aigtn aislamiento que pudiera ser catalasa
o incluso ureasa negativas. Fosfatasa acida y fosfatasa alcalina han sido anteriormente
descritas en todos los aislamientos de H. pylori. La presencia de naftol fosfohidrolasa
puede depender del aislamiento estudiado y se ha descrito en un porcentaje alto de los
aislamientos (Goodwin 1990). En nuestro caso, en todos los aislamientos encontramos
nattol tosfohidrolasa. La presencia de esterasa lipasa y leucina arilamidasa se encontré

en un 37.9% y en un 72.4%, respectivamente.
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5.2.3 CARACTERISTICAS DE VIRULENCIA

Entre los parametros que se han considerado retacionados con virulencia, hemos
estudiado la presencia o no de movilidad, de citotoxina y de una proteina de 128 kDa,
codificada por el gen cagA. En diferentes trabajos publicados se indica que los
aislamientos mas moéviles, citotdéxicos y que presentan la proteina CagA, parecen estar
implicados en procesos clinicos mas graves (Figura 1989, Cover 1990, Eaton 1992,
Covacci 1993, Crabtree 1993), aunque se necesitan todavia muchos estudios que
permitan sacar conclusiones.

En nuestro caso, un 87.4% de los aislamientos estudiados eran moviles o muy
moviles lo que indica la presencia de microorganismos probablemente mas patdgenos.
En un estudio rectente, el 57.8% (22 de 38 aislamientos) eran no moviles (Owen 1991
a); sin embargo, los aislamientos de H. pylori se describieron en un principio como
moéviles (Goodwin 1989). En este trabajo no se encontré relacion entre las cepas mas
moéviles y la presencia de citotoxina o del gen cagd detectado mediante RCP. Sin
embargo, 1a metodologia de deteccion de este pardmetro, aunque recomendado por otros
autores, es bastante subjetiva y seria conveniente utilizar, ademads, otro tipo de método.

LLa deteccion del efecto vacuolizante se ha podido determinar en un nimero
pequeiio de aislamientos, por lo que es dificil sacar conclusiones. El 35.7% de los
aisfamientos producian efecto vacuolizante, un porcentaje mas bajo que el 47.2%
detectado por otros autores {Owen 1991 a). Sin embargo, nuestro estudio se ha

realizado en aislamientos clinicos procedentes de mifios, mientras que la mayoria de los
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estudios publicados son en aislamientos de aduitos y de pacientes con ilcera (Figura
1989, Cover 1990). El porcentaje de nifios con dlcera es muy bajo, por lo que si la
citotoxicidad estd relacionada con la Gicera, se espera que exista un porcentaje mas bajo
de cepas citotoxina positivas en niHios.

El 40% de los aislamientos presentan el gen cagA detectado por RCP. No se
conoce la funcion biolégica de la proteina CagA, pero parece mdas frecuente en
enfermos con Glcera duodenal y con cancer gastrico que en pacientes con gastritis
(Covacci 1993, Crabtree 1993). Este gen se encuentra en el 91.7% de los que padecen
tlcera duodenal y en el 73% de los afectados por gastritis (Lage 1995). Existen muy
pocos datos en cuanto a la presencia de este gen en ninos. Doermann y col. lo detectan
en un 47.5% de aislamientos procedentes de nifios (Doermann 1995), porcentaje
ligeramente méas alto que el encontrado en nuestros aislamientos. En este ¢caso, como
en el del efecto vacuolizante, se puede esperar un menor nimero de aislamientos cagA
+ que en adultos, porgue la tlcera y/o el ciancer no es frecuente en nifios.

La proteina CagA se ha considerado como una proteina necesaria para la
produccion de citotoxina; sin embargo, recientemente se ha visto que estos dos
pardmetros ho se encuentran siempre asociados y que la proteina CagA no es necesaria
para la expresion de la citotoxina (Schmitt 1994, Tummuru 1994). En nuestro estudio,
solamente en 8 aislamientos se pudieron determinar los dos parametros. En 4 de ellos
los resultados fueron positivos o negativos, pero iguales por los dos métodos. Tres
alslamientos presentaban el gen cagA con efecto vacuolizante negativo y uno no
presentaba el gen y, sin embargo, producia efecto vacuolizante. Estos datos concuerdan

con los de trabajos publicados recientemente, que indican la presencia de diferentes
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tipos entre los aislamientos de f1. pylori, basados en el sub-tipo de vacA cagA. Los
aislamientos de /. pylori se pueden clasificar en el tipo I (65% vacA+ cagA+), tipo
Il (19% vacA- cagA-) y el resto de los aislamientos (16%) presentan un fenotipo
relacionado con el tipo | que expresan el gen cagAd o el vacA, pero no los dos (Telford
1994 a, Xiang 1995). Este 16% corresponde a aislamientos que pueden producir el
efecto vacuolizante "in vitro” pero no tienen la proteina CagA, o que presentan la
proteina CagA sin producir el efecto vacuolizante (Xiang 1995). En nuestro caso, una
cepa perteneceria al tipo 1, tres cepas al tipo Il y cuatro cepas se encontrarian en el
fenotipo relacionado con el |, que expresan el gen cagA o el vacA pero no los 2. Sin
embargo, es necesario realizar estudios con mayor nimero de aislamientos que permitan
confirmar estos resultados preliminares.

El determinar los aislamientos clinicos de H. pylori que pueden estar implicados
en la dicera o, incluso, en el cancer gastrico, puede tener un importante impacto en la
decision terapéutica. Las pautas de tratamiento que se utilizan en la erradicacion del
microorganismo son muchas veces complejas, con multiples dosis, un moderado nivel
de efectos secundarios y frecuentemente no se completa el tratamiento por parte del
paciente. lL.a identificacion de los pacientes que estan infectados por aislamientos que
pueden dar lugar a cuadros més graves, permitird a los clinicos insistir mas en la

terapia erradicadora.
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5.3 TIPADO FENOTIPICO

Las diferentes caracteristicas de H. pylori se han intentado utilizar como posibie
método de tipado de este microorganismo. Se intenté realizar un esquema de tipado en
cuanto a antibiotipo y biotipo.

El antibiotipo s6lo clasificaba los microorganismos en 3 grupos, siendo uno de
ellos muy poco frecuente, por lo que no parece Gtil como método de tipado. Ademds,
tos aislamientos de un mismo paciente obtenidos a lo largo del tratamiento, en nuestro
caso con metronidazol, amoxicilina y sales de bismuto, pueden modificar la sensibilidad
a metronidazol sin detectarse ningiin otro cambio fenotipico ni genotipico. El que la
mayoria de los aislamientos de H. pylori presenten patrones de sensibilidad a
antibiéticos muy similares, ha sido descrito también por otros autores (Morgan 1987 b).

La utilizacién del biotipado se considerd al principio como un método valido
para diferenciar entre aislamientos de H. pylori; sin embargo, actualmente no parece
recomendable. En los aislamientos incluidos en este estudio hemos encontrado 3
biotipos. El mas frecuente fue el biotipo II, que produce leucina arilamidasa y naftol
fosfohidrolasa pero no esterasa (en 41.3% de los aislamientos). Estos resultados
coinciden con los de otros autores (Owen 1991 a), en los que el biotipo Il era también
el mis frecuente (87% de los aislamientos). Este método no resultd suficientemente
valido, porque, al considerar aislamientos del mismo paciente, los resultados no eran

concordantes con los métodos moleculares,
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5.4 TIPADO GENOTIPICO

En la infeccion por H. pylori se han aplicado numerosos métodos genotipicos
con diferentes objetivos:

a) analizar aislamientos obtenidos a partir del mismo paciente a lo largo del
tratamiento (Akopyanz 1992, Moore 1993, Fujimoto 1994, Rautelin 1994, Owen 1994),
para intentar diferenciar entre re-infecciones y recaidas,

b) estudiar aislamientos de la misma biopsia pero con diferentes morfologias
(Langenberg 1986),

¢} estudiar aistamientos de biopsias de diferentes zonas del estdmago durante la
misima endoscopia (Owen 1993),

d) comparar aislamientos obtenidos a partir de miembros de la misma familia
(Tee 1992, Nwokolo 1992, Bamford 1993), o

e} intentar agrupar por homologias los aislamientos que proceden de pacientes
con diferente patologia digestiva y pacientes asintomaticos (Desai 1994).

No existe un esquema de tipado bien definido para H. pylori. Los métodos
fenotipicos utilizados no han demostrado utilidad. L.os métodos genotipicos parecen los
mas adecuados, aunque existen numerosas posibilidades (estudio de plasmidos, patrén
de restriccion del ADN cromosdmico, hibridacion con sondas universales o especificas,

electroforesis en campos pulsados, métodos de RCP, etc) y cada autor puede tener sus

preferencias.
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5.4.1 PLASMIDOS

En un 26.4% de los aislamientos estudiados, se observaban 1 ¢ 2 plasmidos de
peso molecuiar comprendido entre 7.9 y 1 MDa.

Diversos autores han publicado la presencia de plasmidos en aislamientos
clinicos de H. pylori procedentes de pacientes adultos, con porcentajes que varian entre
el 35 y el 50%. En nuestro estudio el porcentaje es mas bajo, quizd porque son
aislamientos procedentes de nifios (los datos publicados se basan en aislamientos de
adultos) o por la posibilidad de que los aislamientos puedan perder los plasmidos debido
a su conservacién en el laboratorio.

En cuanto al tamafio que presentan los plasmidos encontrados en este estudio,
concuerdan con otros autores que detectan plasmidos menores de 8 MDa (Simor 1990
b), menores de 5.9 MDa (Majewski 1988), menores de 7.9 MDa (Clayton 1991 a) o
menores de 10 Kpb (Owen 1991 a). En muy pocos casos se publica la presencia de
plasmidos de peso molecular de gran tamafio (96 MDa) (Penfold 1988) o de 63 Kpb
(Stanley 1992). En nuestro estudio, el nimero de plasmidos encontrados en los
aislamientos de /1. pylori ha sido 1 ¢ 2. La mayoria de los autores encuentra también
este numero, pero existe un trabajo en el que detectan hasta 4 plasmidos en algin
aislamiento {(Xiang 1995).

Es importante tener en cuenta que cuando los aislamientos presentan plasmidos,
los patrones son muy variables, mostrando cada aislamiento casi un Gnico patrén. Esto

podria ser util como método de tipado si un mayor porcentaje de aislamientos incluyera

ADN extra-cromosoémico,
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Se observaron diferencias, en cuanto a la presencia de plasmidos, en los
aislamientos de tres pacientes. Este hecho podria explicarse por la existencia de mas de
un tipo de cepa en el mismo paciente o por la pérdida de plasmidos en alguno de los
aislamientos; por lo tanto, el pairén plasmidico no es valido para diferenciar entre

aislamientos de A. pylori, usado como unico método de tipado.

5.4.2 ENZIMAS DE RESTRICCION

El método de digestion del ADN cromosomico con enzimas de restriccion ha
sido ampliamente utilizado para éste y otros microorganismos. Presenta como
inconveniente la gran cantidad de bandas que se pueden observar, por lo que es dificil
realizar una comparacion de resuitados de forma visual. Debido a esto, se han utilizado
métodos informatizados para comparar los resultados (Owen 1989 ¢) o métodos de
hibridacién, que permiten disminuir el nimero de bandas y facilitan la lectura; sin
embargo, estos métodos de hibridacion aumentan de forma considerable el gasto, no
solamente econémico sino también de tiempo de realizacion de la técnica. La utilizacién
de métodos no manuales para comparar patrones puede ser util, pero es necesario
disponer de los medios que, en muchos casos, no estd al alcance de los L.aboratorios
de Microbiologia Clinica. También se han utilizado métodos de digestion con
endonucleasas, que cortan el ADN en pocos puntos y los fragmentos obtenidos se
separan posteriormente por electroforesis en campos pulsados, pero puede ser dificil

disponer del equipo para la realizaciéon de esta técnica.
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En nuestra experiencia, el método de digestion con enzimas normales ha sido
Gtil para comparar pocos aislamientos de H. pylori. Ademas es un método barato, no
muy dificil de realizar técnicamente y para ponerlo en practica es suficiente con 10s
aparatos minimos de un Laboratorio de Biologia Molecular. En nuestro estudio
elegimos dos enzimas de restriccion ampliamente utilizadas (Hindlll y Haelll).
Probablemente las mas recomendadas para estudiar el ADN de este microorganismo
{(Simor 1990, Qudbier 1990, Owen 1991 a, Costas 1991, Rautelin 1994).

Este método podria no ser util para comparar un gran niimero de aislamientos
de H. pylori (mas de 9 6 de los que se puedan incluir en un mismo gel de
electroforesis). En general, para diferenciar entre re-infecciones o recaidas, es suficiente
comparar los aislamientos del mismo paciente, que suelen ser dos o tres aislamientos,
y en cualquier caso un nimero pequeiio de ellos.

En nuestro trabajo, todos los aislamientos, menos uno, se digirieron bien con
los dos enzimas probados. En cuanto a relacion coste/beneficio de este método, podria
recomendarse, en primer lugar, el uso de Hindlll por su menor precio, y si et ADN no
se digiere, repetir el experimento con Heelll.

l.os patrones fueron facilmente comparables en el mismo gel. En el estudio de
aislamientos no relacionados entre ellos, los patrones parecen diferentes de unos a otros,

lo que indica una gran diversidad genémica.
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5.4.3 RCP-1A

Este método puede ser recomendado por rapido, ademas de ser técnicamente
facil de realizar y barato. Todos los aislamientos fueron tipables por este método,
produciendo patrones de bandas claras y en un numero suficientemente pequefio, de
manera que se podian comparar visualmente.

En algunos irabajos realizados con este 0 con otros microorganismos, se indica
la posibilidad de que no sea un método completamente reproducible, por ser un proceso
de amplificacion arbitrario.

Es importante utilizar siempre las mismas condiciones de la reaccion, los
mismos reactivos, el mismo bloque t€rmico y la misma concentracién de ADN, que
debe ser de buena calidad.

Este método esta siendo recomendado por muchos autores por su rapidez y por
su gran utilidad préctica, pues se puede realizar en cualquier laboratorio que disponga
de un blogue térmico (Akopyanz 1992 b). EI ADN se puede obtener por ebullicion, en
lugar de usar un método complejo de purificacion como el del CTAB, de forma que el
método es todavia mas rdpido y barato. Este ADN no es de buena calidad y los
resultados pueden verse modificados, teniendo en cuenta que la reaccion que se produce
es arbitraria. Sin embargo, en manos de personas con experiencia este método puede

ser tan valido como el del CTAB (Owen 1990 a, Owen 1991 b, Kansau |, comunicacion

personal).
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5.4.4 ER-ureB

Este método de tipado puede aplicarse en aislamientos puros del
microorganismo, pero también podria tener utilidad en muestras de biopsia gastrica o
en muestras obtenidas de forma no invasiva (Akopyanz 1992 a). En un primer paso, se
podria realizar ia amplificacion del fragmento adecuado y posteriormente, digeririo con
enzimas de restriccién para diferenciar aislamientos. Los iniciadores utilizados en este
estudio se eligieron por haber sido recomendados por otros autores (Clayton 1993} y
disponer de ellos en nuestro laboratorio.

El problema encontrado usando este método de tipado es el gran nimero de
aislamientos en los que el fragmento amplificado no se digiere con el enzima probado.
Este problema podria solventarse de diferentes formas:

a) Amplificacion de un fragmento de mayor tamafio. Los trabajos publicados
amplifican fragmentos de gran tamano, come 1.5 Kb a 2.5 Kb del gen ured-B, ureC-D
0 flaAd (Akopyanz 1992 a), un fragmento de 2.4 Kb del gen ureA-B (Foxall 1992,
Romero Lopez 1993), o un fragmento de 1.1 Kb del gen ureC (Moore 1993).

b) Utilizacion de otros enzimas de restriccion que tienen mayor probabilidad de
cortar dentro del fragmento amplificado. En el estudio de Clayton utilizan Sau3A o
inciuso dos enzimas de manera simuitinea (Haelll + Alul), obteniendo buenos

resultados (Clayton 1993).
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Este método es iécnicamente sencillo, tiene la ventaja de no encontrarse
sometido a la arbitrariedad de la RCP-1A y los patrones que se obtienen son mucho mas
faciles de comparar que los obtenidos de digestiones de ADN completo. Esta siendo
recomendado como muy til por diferentes autores (Foxall 1992, Akopyanz 1992 a,
Moore 1993, Fujimoto 1994, Owen 1994, Hurtado 1994 c¢), aunque se ha descrito la
posibilidad de encontrar aislamientos no relacionados entre elios que, sin embargo,
presentan el mismo patrén (Foxall 1992, Romero Lopez 1993, Moore 1993). En

nuestro estudio el patron UB1 se encontré en aislamientos de 4 pacientes no

relacionados.
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5.5 COMPARACION DE METODOS DE TIPADO

En este trabajo se han intentado comparar diferentes métodos, que pueden ser
realizados en los Laboratorios de Microbiologia Clinica sin grandes equipos ©
importantes medios econdmicos. Se requiere, como material inventariable, un bloque
térmico para la RCP, una cubeta y una fuente de electroforesis, una centrifuga para
tubos pequeiios de uso en biologia molecular, un transiluminador de luz ultravioleta y
una camara fotografica. Este equipo se encuentra cada vez con mayor frecuencia en los
Laboratorios Clinicos o es relativamente posible compartirio con otros departamentos
dentro del mismo centro.

Para determinar la utilidad de los métodos de tipado incluidos en este estudio,
los hemos comparado en cuanto a su tipabilidad, la reproducibilidad y el poder
discriminatorio. La definicién de reproducibilidad que hemos utilizado no es quizd la
mas correcta, pero ha sido valida para el estudio de nuestros pacientes.

L.os métodos fenotipicos utilizados (antibiotipo y biotipo), aungue se encuentran
disponibles en cualquier Laboratorio Clinico y son capaces de tipar el 100% de los
microorganismos probados, presentaron un bajo poder discriminatorio (0.28 y 0.66 para
antibiotipo y biotipo respectivamente). La detecciéon de plasmidos no mostré buenos
resultados en cuanto a tipabilidad ni poder discriminatorio.

LL.os métodos moleculares basados en el estudio del ADN completo presentaron
muy buena reproducibilidad (100%). RCP-IA mostrdé los valores mds altos de

tipabilidad (100 %) y poder discriminatorio (ID = 1) de manera simultanea. ER, aunque
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presentd un 1D = 1, mostrd una tipabilidad de 96.3%. El que presentd peor 1D y
tipabilidad fue ER del fragmento ureB; sin embargo, esta iécnica podria verse mejorada
por la utilizacién de iniciadores que amplifiquen un fragmento mas grande.

Se observé que todos los métodos moleculares eran concordantes a 1a hora de
definir como iguales o diferentes los aislamientos relacionados (del mismo paciente o
de familiares).

Se pudieron estudiar dos o mas aislamientos del mismo paciente obtenidos a lo
largo del tratamiento (en 7 pacientes): En dos de ellos el primero era diferente de los
demas y en los 5 restantes, los aislamientos eran iguales.

Diferentes autores han estudiado aislamientos de H. pylori obtenidos a partir del
mismo paciente antes y después del tratamiento. El mimero de pacientes estudiados
suele ser pequefio, pero en la mayoria se observa un recaida con la misma cepa (se
observan patrones similares) (Akopyanz 1992, Moore 1993, Clayton 1993). Algunos
de los resultados publicados son: 10 pacientes con patrones iguales cuando estudian
aislamientos de 11 pacientes (Rautelin 1994), 14 pacientes con patrones iguales de 15
estudiados (Tee 1992), 8 pacientes con patrones iguales cuando estudian miltiples
aislamientos de 9 pacientes (Owen 1994) 6 5 pacientes con patrones idénticos entre los
8 pacientes estudiados (Fujimoto 1994). Estos trabajos sugieren que pudieran tratarse
de recaidas, debido a la no curacion, o que puedan ser re-infecciones con la misma cepa
porque se contaminen a partir de la misma fuente de contagio (Clayton 1993).

Al estudiar los aislamientos con diferencias en cuanto a la morfologia o la
sensibilidad a metronidazol observamos que, aunque fueron fenotipicamente diferentes,

genotipicamente mostraban los mismos patrones. Otros autores ya habian descrito la
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posibilidad de encontrar variabilidad, en cuanto a la apariencia de las colonias, dentro
del mismo cultivo (Langenberg 1986) y en un estudio, en el que se utiliza la ribotipia
para diferenciar entre morfologias, se observa que no existen diferencias en cuanto al
patron de tipado (Tee 1992).

Pudimos estudiar dos aislamientos obtenidos a partir de dos hermanos y, en este
caso, los métodos fenotipicos y moleculares {con la excepcién del patrén plasmidico)
comnciden en definirlos como diferentes. En los pocos trabajos publicados sobre
aislamientos de diferentes miembros de la misma familia, no se encuentran resultados
claramente concluyentes. Nwokolo y col. estudian 6 miembros de la misma familia y
encuentran en tres miembros cepas relacionadas entre eflas, mientras que los otros 3 son
aislamientos independientes (Nwokolo 1992). Bamford y col. estudian 4 familias
infectadas y detectan la misma cepa en, al menos, dos miembros en 3 de las 4 familias
estudiadas (Bamford 1993). Tee y col. estudian un total de 7 familias y encuentran
patrones idénticos en los miembros de dos de ellas, mientras que en las demas los
aislamientos era diferentes (Tee 1992).

En los trabajos publicados, en los que se estudian aislamientos recogidos de
diferentes zonas del estdmago, observan que eran idénticos en todos los pacientes
estudiados (Tee 1992), en 83.3% de los estudiados (Fujimoto 1994), o en 2 pacientes

de 13 estudiados {Owen 1993).
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5.6 VALORACION COSTE/BENEFICIO

En los altimos anos se acrecienta la necesidad de reducir gastos, en muchos de
los centros pablicos de diagndstico e investigacion. Aunque los criterios econémicos no
deberian retrasar los avances cientificos, si que es necesario conocer los gastos que
conlleva la realizacidn de las diferentes técnicas, para utilizar la mas adecuada si con
ello se obtiene el mismo beneficio cientifico. Por este motivo, realizamos un estudio
coste/beneficio de los métodos de tipado empleados.

Hemos puntuado de mayor a menor los métodos, en cuanto a precio/muestra (5
el mas barato y | el mds caro), tiempo de dedicacion de personal técnico (5 el que
consuime menos y | el que consume mas) y tiempo necesario para obtener resultados
(5 el méas rdpido y 1| el més lento). Considerando {a suma de los puntos de cada
pardmetro, observamos que la puntuacion mds alta es para el analisis de plasmidos,
seguido del biotipado, el patron de RCP-IA, las enzimas de restriccion del ADN
cromosdmico y, por ultimo, ias enzimas de restriccion del fragmento amplificado. Sin
embargo. el estudio de plasmidos y el biotipo no han sido eficaces en cuanto a
tipabilidad, reproducibilidad o poder discriminatorio. Teniendo en cuenta este estudio,
nosotros recomendamos, por su relacion calidad/precio el método de RCP-1A, seguido
de ER. Existe un trabajo publicado por Swaminathan y col. en el que comparan 4
métodos de tipado moleculares, en cuanto a coste de material y tiempo de trabajo, y
concluyen que el mas barato es ER-RCP, seguido de ER del ADN genémico, PFGE y

por ultimo ribotipia (Swaminathan 1993),
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6. CONCLUSIONES
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| .- La utilizacion de una técnica de RCP con iniciadores especificos del gen ureA, para
el diagndstico de fa infeccion por H. pylori, mostro mejores resultados, en

cuanlo a la deteccion del nivel mas bajo de ADN, que los iniciadores dirigidos

frente al gen ureB o ARNr.

2.- La técnica de RCP realizada a partir de muestras de biopsia gastrica, como método
de diagnostico, detectd un 59.6% de resultados positivos, aungue la presencia

de posibles resultados falsos positivos o falsos negativos la convierten en

metodologia que debe mejorarse.

3.- Los resultados de la actividad "in vitro" de los antibidticos probados indican

ausencia de resistencia a amoxicilina, un 3.8% de resistencia a claritromicina

y un 20.7% de resistencia a metronidazol.

4.- El 100% de los aislamientos presentd ureasa, catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalina,

fostatasa acida y naftol fosfohidrolasa. El 37.9% produjo esterasa lipasa y el

72.4% leucina aritamidasa.

5.- Un alto porcentaje de los aislamientos (87.4 %) presentd movilidad moderada o alta,

parametro que se ha considerado presente en las cepas mas patdgenas.
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6.- Se detectd. en un 35.7% de los aislamientos, un efecto vacuolizanie en cultivos

celulares y, en un 40%, el gen cagd.

7.- Los métodos fenotipicos empleados como tipado (antibiotipo y biotipo) no parecen
ser atiles para diferenciar entre aislamientos clinicos del mismo paciente a lo
largo del tratamiento, ni para distinguir entre aislamientos de H. pylori con

diferencias en la morfologia o en la sensibilidad a metronidazol.

8.- Entre los métodos genotipicos empleados, la deteccion de plasmidos no fue ftil

como método de tipado, presentaba una baja reproducibilidad y un bajo poder

discriminatorio.

9.- La digestion del ADN cromosdémico con enzimas de restricciéon fue un buen método
de tipado, ademas de presentar una buena reproducibilidad y un alto poder
discriminatorio. Los patrones obtenidos a partir del mismo paciente, estudiados

en el mismo gel, fueron faciles de ser comparados visualmente.

10.- La técnica de RCP-IA mostré los mejores resultados en cuanto a poder

discriminatorio, tipabilidad y reproducibilidad. entre los métodos estudiados,

tanto lenotipicos como genotipicos.
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11.- La técnica de ER-ureB mostré una buena reproducibilidad, pero la tipabilidad fue
baja y, por lo tanto, también el poder discriminatorio. Sin embargo,
modificando el tipo de iniciadores o las enzimas de restriccion utilizadas, puede

ser un método muy itil y podria usarse directamente a partir de muestras

clinicas.

12.- Teniendo en cuenta el pardmetro coste/beneficio, el método mas barato, mas
rdpido y que consume menos gasto de tiempo t€cnico resulto ser el andlisis de
plasmidos, seguido del biotipo, la RCP-IA, la digestion con ER del ADN
cromosémico y, por ultimo, la digestion con enzimas del fragmento amplificado
mediante RCP, Sin embargo, los dos primeros métodos han demostrado no ser
utiles para el tipado de estos microorganismos; por lo tanto, la RCP-1A seria e!

método mas recomendado en cuanto a su valoracion coste/beneficio.
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