
ABRIR 4.2 CARACTERÍSTICAS...
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4.3 MÉTODOS DE JIPADO FENOTIPICO

Considerando las características fenotípicas de U. 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 siguientes porcentajes.

ANTIBIOTIPO [ no

ANTIBIOTIPO 1: MEV CLAN 24 77.4%

ANTIBIOTIPO II: MEIR CLAN 6 19.3%

ANTIBIOTIPO III: MEV CLAIZ 1 3.2%

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

[os3 antibiotipos con los siguientes porcentajes.

ANTIBIOTIPO

ANTIBIOTIPO 1: MET8 CLAN 33 70%

ANTIBIOTIPO II: MEV CLAN 12 25.5%

ANTIBIOTIPO III: MEV CLA’~ 2 4.2%
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4.3.2 BIOTIPO

En las tablas siguientes se puede observar el número y el porcentajede

aislamientosencontradoscon cadabiotipo.

Cuandoseconsideraronlos 29 aislamientosobtenidosa partir de pacientesno

relacionados(considerandoel primer aislamientopor paciente),se obtuvieron los

siguientesporcentajes:

BIOTIPOS ~ cepas

BIOTIPO 1 10 34.5%

BIOTIPO II 12 41.3%

BIOTIPO III 7 24.1%

TOTAL 29

Cuando se consideraronel total de 38 aislamientosa partir de 29 pacientes

pediátricos,seobtuvieronlos siguientesporcentajes:

BIOTIPOS n~ cepas

BIOTIPO 1 12 31.5%

BIOTIPO II 18 47.3%

BIOTIPO III 8 21%

TOTAL 38
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En los 19 aislamientosestudiadosqueprocedendepacientesno relacionadosse

detectanlos 3 tipos de patrones.

En los 13 aislamientosobtenidosa partir de 6 pacientes,durantediferentes

períodosdel tratamiento,seobservaque: 1 pacientemostróel mismo patrónen los dos

aislamientos,mientrasque, en los otros5 pacientes,los patroneserandiferentes.Estos

resultadosno concuerdancon los métodosmolecularesutilizados.

En un paciente, en el que se detectarondos aislamientos con diferente

morfología, se observó el mismo patrón. En un paciente con diferencias en la

sensibilidad, el patrón era diferente, resultadoque no concuerdacon los métodos

molecularesutilizados.

En el caso de los aislamientosde dos hermanos,los patroneseran también

diferentes.estandoen concordanciacon los métodosmoleculares.



f;igurd 16. Porcenraje de alstamicmos clasificados c‘u cada anrtbiorlpo. 

ANTI6IOTIPO III 
1% 

ANTIEIIOTIPO ll 
13% 

P-- 7 
-.... 

k 

1 

~-~~TIBI~TIP~ I 
78% 
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4.4 MÉTODOS DE TIPADO GENOTÍPICO

4.4.1 ESTUDIO DE

Se estudiaron

pacientespediátricos.

aislamientosepuede

PLÁSMIDOS

un total de 34 aislamientosde ¡1. pylori obtenidosa partir de 31

Los resultadosseencuentranen la tabla 31. El resultadodecada

observaren las tablas33, 34 y 35.

‘Fabla 31. Número y porcentajede aislamientos que muestran1 ó 2 plásmidoso

ninguno. Sehaconsideradoúnicamente1 aislamientopor paciente,con 3 excepciones

en que los patronesde los aislamientosdel mimo pacienteeranclaramentediferentes

(6 aislamientosa partir de 3 pacientes).

110 ccpas

No piásmidos 25 73.5%

1 plásmido 5 14.7%

2 plásmidos 4 11.7%

i’oial 34

Los patronesobtenidosen los aislamientos

diferentescon pesosmolecularesentre7.9y 1 MDa,

Plc, Pid, P2a, P2b, P2c y P2d. Peroúnicamenteel

plásmidos.

que poseen 1 ó 2 plásmidosson

y sehandefinidocomoPla, Plb,

27.2%de los aislamientosposeen
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El patrónde plásmidosno fue el mismo en trescasos,en los que seestudiaron

aislamientosdel mismo paciente:

Caso 1. ‘[res aislamientosdel mismo paciente (179, 283 y 314). Los dos

primerospresentanun plásmidode 6.0 MDa, mientrasqueel tercerono llevaplásmido.

Caso2. Cepas301 y 343. En el primeraislamientono sedetectéla presencia

deplásmidosy, sin embargo,en el segundo,seobservarondosplásmidosde 5.7 y 3.0

MDa.

Caso3. Cepas149G y 149Paisladasde la misma biopsia,pero con diferencias

en la morfología,quefueronseparadascomograndey pequeña.En el aislamiento149P

no sedetectéla presenciadeplásmidos,mientrasque en el 14¶Xii seobservóuno de 4.7

MDa.

Patrón Aislamiento Plásmidos

Pía 149 (~ 4.7 MDa

Plb 179/283/197 6.0 MDa

PL 274 6.9 MDa

PId 305 7.9 N4Da

P2a 106 1.5 MDa /I MDa

P2b 343 5.7 MDa 1 3.0 MDa

P2c (6 6.9MDa/4.l MDa

P2d 253 3.5 MDa 2.0 MDa



Resultados 148 

Figura 17. Gel de electroforesis teñido con Bromuro de Etidio, en el que se observan 

diferentes aislamientos de H. pylori que muestran plásmidos. 

Líneas 1,2, 3 y 9: Aislamientos números 106, 343, 16 y 253, que muestran dos 

plásmidos cada uno. 

Líneas 5, 6, 7, 8, 10 y ll: aislamientos 149G, 179, 283, 197, 274 y 305 que 

muestran 1 plásmido cada uno. 

Línea 4: aislamiento 301 sin plásmidos. 

M es el marcador de peso molecular. 

12345M67 
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4.4.2 ESTUDIO ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN

Se estudiaronun total de 29 aislamientosde H. pylori a partir de 19 pacientes

pedjátricos.

Se probarondos enzimasde restricciónHindlll y Haelil. El ADN de todos los

aislamientos,exceptouno, pudo serdigeridocon un enzimay, en la mayoríade los

casos,con las dos enzimas probadas.Cuandoun aislamientose digería con los dos

enzimas, los patroneseran diferentespero concordantesen cuantoal resultado. El

aislamientoque no pudo digerirsecon Hindlll ni con HaellI se considerócomo un

patrónmás.

En los 16 aislamientosobtenidosa partir de 6 pacientes se consiguieron

determinarun total de 8 patronesdiferentes,que se encuentranen las tablas33 y 34,

y se definieron como ERI a! ER8.

De los 5 pacientesen tos que se estudió másde un aislamientoen diferentes

momentosdel ¡ratamiento,seencontraron3 pacientesen los que los patronesobtenidos

eran similares y dos en los que los patroneseran diferentes.En los aislamientoscon

diferenciasen la sensibilidada metronidazol(el aislamientonormal y la subpoblación

resisliente)seobservóel mismo patrón,por lo tanto, sededuceque las diferenciasen

el genomason más pequeñasde las que estesistemade upadopuededetectar.

En los 13 aislamientosde 13 pacientessedetectaronpatronesdiferentes,aunque

era difícil compararloscuandose encontrabanen diferentesgeles,porel gran número

de bandaspróximasque se observaban.Los patronesfueron definidos como ER9 al

FR2O (tabla 35;.



Resultados 150 

Figura 18. Patrones de ADN cromosómico digerido con enzimas de restricción en 10 

aislamientos clínicos de H. pylori, obtenidos a partir de 3 pacientes pediátricos. 

Líneas 1, 8 13: Marcador de molecular. y peso 

Líneas 2, 3, 4 5: Aislamientos número 70, 163, 190 286 de y y un paciente 

digerido con HueIII. 

Líneas 6 7: Aislamientos 179 283 de un paciente digerido con y y HaeIII. 

Líneas 9, 10, ll 12: Aislamientos 170, 17Osp, 193 193s~ de y y un paciente 

digerido con HhfIII. 

1 :< ,$ 5 6 7 8 9 10 ll 12 13 
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Figura 19. Patrones de ADN cromosómico digerido con enzimas de restricción (HueIII) 

en 10 aislamientos clínicos de H. pyloti, obtenidos a partir de 4 pacientes pediátricos. 

Líneas A y B: Aislamientos 116 y 188 de un mismo paciente. 

Línea C y D: Aislamientos 72 y 222 de un paciente. 

Líneas E, F, G, H, 1 y J: aislamientos normales y con subpoblación resistentes: 

170, 17osp, 193, 193sp, 130 y 130sp. 

M es el marcador de peso molecular. 

B M C D 
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Figura 20. Patrones de ADN cromosómico digerido con enzimas de restricción en 13 

aislamientos clínicos de H. pyloti, obtenidos a partir de 13 pacientes pediátricos. 

Líneas 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 línea 1, el aislamiento número 39 no ha sido digerido con HaeIiI. 

Líneas del 1 al 6 han sido digeridas con HueIII y del 7 al 13 con HindIII. 

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 13 M 
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4.4.3 RCP CON INICIADORES ARBITRARIOS (RCP-IA)

Se estudió un total de 35 aislamientos obtenidosa partir de 26 pacientes

pediátricos.

En los 16 aislamientos obtenidos a partir

de 9 patrones diferentes, definidos como JA) al

33 y 34.

de 7 pacientes se detectaron un total

1A9, que se encuentran en las tablas

En los 12 aislamientos obtenidos en diferentes momentos del tratamiento de 6

pacientes se observaron los siguientes resultados: En 4 pacientes los patrones eran

similaresen los aislamientosestudiados,mientrasque en los otros dos pacienteslos

patrones eran diferentes.

Los aislamientos con diferencias en la sensibilidad a metronidazol o con

diferenciasen la morfologíaprodujeronel mismopatrón.

Los 2 aislamientosobtenidosa partir de doshermanoseran diferentes(patrón

y IAl 1), indicandola posiblecolonizaciónde miembrosde la misma familia por

diferentes.

En los 17 aislamientos,obtenidosa partir de pacientesno

patrones obtenidos eran diferentes, aunque los patrones eran

comparablescuandoseestudiabanenel mismo gel. Se definieron los

1A28 ten la tabla 35).

relacionados,los

más fácilmente

patrones 1A12 al

IAlO

cepas
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Figura 21. Patrones de RCP-IA de 10 aislamientos clínicos de H. pylori, obtenidos a 

partir de 5 pacientes pediátricos. 

Líneas 1 y 2: aislamientos 70 y 190. 

Líneas 3 y 4: aislamientos 222 y 468. 

Línea 5 y 6: aislamientos 170 y 193. 

Líneas 7 y 8: aislamientos 179 y 314. 

Líneas 9 y 10: aislamientos 301 y 343. 

M es el marcador de peso molecular. 

M 1 2 3 4 M5 6 7 8 9 1OM 
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Figura 22. Patrones de RCP-IA de 10 aislamientos clínicos de H. pyloti, obtenidos a 

partir de 5 pacientes pediátricos. 

Líneas 11 12: aislamientos 255 282. y y 

Líneas 13, 14 15 16: aislamientos normales con subpoblación resistente de y y 

170, 17osp, 193 y 193sp. 

Líneas 17 18: aislamiento 121 con morfología pequeña grande. y y 

Líneas 19 20: aislamientos 188 149 obtenidos a partir de dos hermanos. y y 

M es el marcador de peso molecular. 

M 11 12 M 13 14 15 16 17 18 19 20 M 
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Figura 23. Patrones de RCP-IA de 8 aislamientos clínicos de H. pyfori, obtenidos a 

partir de 8 pacientes pediátricos. 

Líneas 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 26 M 
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Figura 24. Patrones de RCP-IA de 10 aislamientos clínicos de H. pyluri, obtenidos a 

partir de 10 pacientes pediátricos. 

Líneas 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 36 M 
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4.4.4 FRAGMENTO AMPLIFICADO DIGERIDO CON FR <ER-urell)

Se estudiaronun total de 20 aislamientos, a partir de lO pacientes pediátricos.

En 8 aislamientos,obtenidosa partir de 4 de los pacientes,no se obtuvo

digestión del fragmentoamplificadocon esteenzimay seconsiderócomo un tipo de

patrón. Se obtuvieron un total de 6 patrones diferentes. Los resultados se encuentran

en las tablas 33 y 34 y los patrones se definieron como UBI al UBS, y NODIC (no

digestión).

En los 12 aislamientos obtenidos a partir de 5 pacientes, se observó que en dos

pacientes no existen diferencias en los aislamientos porque el enzima no digiere. En

otro paciente se detecta el mismo patrón de digestión. En los dos pacientes 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 morfología, no se observaron diferencias en los

patrones encontrados.

En los dos aislamientos

observados eran diferentes.

Uno de los patrones, el

diferentes.

obtenidos a partir de dos hermanos., los patrones

(JBI, se observó en aislamientos de 4 pacientes
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Figura 25. Representaciónesquemáticade los patronesobtenidosmediantee) método

de ER-ureB. M es el marcadorde peso molecular y C+ es el tamañodel producto

amplificado sin digerir.

M C+ 70 190286 72 222468 M C+

Nl 0 170 193 179 314 301 343 0+ Nl

M 0+ 16 l6sp 130 l3Osp 12W 121 188 14 C+ M
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‘Fabla 33. Aislamientos clínicos de It pylori estudiados por métodos fenotípicos y

genotípicos de tipado. Grupo 1: Cepas del mismo pacienteen diferentesmomentosdel

tratamiento.

lIc Paciente Tratto AB 81’ PL BR 1 RCPIA BR-ureB

70 [SS A Ah 81 0 ERI ¡Al UBI

[63 155 86 ABJ Rl 0 ER2 NO NO

190 >55 812 AH> BU 0 ER2 1A2 NO DIO

286 ¡SS 818 AB2 NO O BR2 NO NO DIC

72 EMO [31 AHí BUí O ER3 ND UBI

222 PMO 1312 ABI 811 (1 ER3 ltd UBI

468 PMO BIS NO NO 0 NO Ltd (381

116 PP 86 AB2 811 0 ER4 NO ND1

188 PP 812 AB2 1311 0 ER4 JAJO 13811

170 EQC A ABI 81 0 ER5 1A4 UB2

~ EQC Rl A~ BU (1 BR6 lAS UBI

¡79 ASR A AB! 81 Lb PR? 1A6 NO DIC

283 ASR AB2 8111 lb NO NO

314 ASR 812 AB2 NO 0 ND 1A6 NO DIO

301 1kM 8) A83 Hl O NO lA? NO DIO

343 JRM 812 AB3 NO 2b NO IAl NO DIC

255 WC A Allí BI O NO lAS NO

282 WC [3! ND 81! (1 No lAS NO

n48 ¡FC [36 AB2 NO Nf) NO NO NO
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Tabla 34. Aislamientos clínicos de JI. pylori estudiadospor métodosfenotípicos y

genotípicos de tipado. Grupo 2: Cepas de la misma muestra: sensible y subpoblación

resistente (sp) o morfología grande (G> y pequeña (P), así como aislamientosde 2

hermanos(FP y LP).

Paciente Tratto AB BT ( PL BR RCP-IA ER-ureB

16 65 A ABI Hl 2c NO NO U133

I6sp OS A ABI ND 2c NO NO UB3

72 EMG Hl Ah Hill O NO NO NO

~‘ Allí O NI) NO NO

1701 EQC
I7OsP¡ FQC

A ADJ rnjo

Hilj O

ER5 1A4 NO

A AE2 FRS 1A4 Nf)

EQC193

193w[ EQC

Hl ABI BU O ER6 lAS NO

Rl AB2 NO O ER6 lAS NO

130 ¡RTS

13044)1 RIS

A AHí mii

¡NO

oj FRS NO NO DIC

A A82 ERS NI) NO 1)16

121P VRM A ND NO NO NO 1A9 UJ34

1210 V RM A ND NO ND ND IA9~ U134

l49l~ LP A ABI Rl 0 ND NO NO

149 (3 LP A Allí 81 la NO IAL I LBS

¡16 FR 136 AH2 SIl O ER4 NO NO

185 PP H12 AB2 EH (1 ER4 IAIO UBI

1496 LP A Allí El la ND IAII URS



Resultados 162

Tabla 35. Aislamientos clínicos de II. pytori estudiados por métodos fenotípicos y

genotípicosde tipado. Grupo 3: Cepasde pacientesno relacionados,

AB BT PL BR RCP-IA

15 AB! 811

39 ABI 81

73 ABI Bu

83 ABI Hill

101 ABI 81 0 ND ND

106 ABI 811 2a ND 1A13

121 ABI 811 0 ERíO ND

122 AB2 BIJ O NI) NO

125 A132 811 0 NL)

156 AHí BU O NI)

165 ABI NO O NO

¡66 ABI 81(1 0 ERII

174 AHí 811 0 ERl2

178 ABI 8111 ND ERI3

>97 ABI 8111 lb ERI4

233 AB! Bit O ERIS

242 AHí BlI O ERIÓ

248 AHí 8111 0 NO

253 AHí 811 2d ERI7

259 AHí ND O NO

274 Nl) NO le ERI8

293 NI) NO O LRI9

305 A82 Rl íd ER2O ND

325 Nl) ND NO ND 1A21

387

392

NO ND Ni) NI) 1A22

NI) NO NO NI) 1A23

4(9 NO ND NI) NO 1A24

441 ND ND NO NO 1A25

444 Nt) ND NI) NI) 1A26

463 NO NO NO Nl) 1A27

1A28504 NO NO NO ND
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4.5 COMPARACIÓN DE LOS DIFERENTES MÉTODOS DE TIPADO

4.5.1 TIPABILIDAD

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

porcentajede cepastipadasdel total de aislamientosestudiados).

Tabla 36. Tipabilidad de cadamétodo.

Método Cepas estudiadas Cepas tipadas Tipabilidad

Antibiotipo 47 47 100%

Biotipo 38 38 100%

Plásniidos 34 9 26.5%

FR 29 28 96.5%

RCP-IA 35 35 100%

FR-urgí) 20 12 60%

163
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4.5.2 REPRODIJCIBILIDAD

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

hemos consideradoel resultadoobtenido, por al menos, dos métodos de tipado,

preferentemente moleculares (tabla 37>.

‘Fabla 37. Resultadosobtenidosal compararlos diferentesmétodosde tipadoestudiados

en aislamientos de los mismos pacientes.

Pacientes Resultado Metodos

Concordantes Discrepantes

70/163/190/286 diferente BT/ER/IA¡UB AB/PL

72/222/468 iguales AH/PL/ER/IA/tJB BT

116/188 iguales AB/BT/PI>/ER

170/193 diferentes BT/ER/IA/UH AB/PL

179/283/3 14 iguales ER/IA/UB AB/BT/PL

30 1/343 iguales AB/lA/UD PL

255/282/348 iguales PL/lA AB/BT

170/1’YOsp iguales PL/ER/IA AB/BT

193/1 93sp iguales PL/ER/JA AB

[30/13Osp iguaJes Pl JER/UB AB

l21P/l216 iguales lA/UB

188/149 diferentes AH/BT/IA/UB PL
—j
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Hemos calculado el porcentaje de reproducibilidad como el número de pacientes

en los que el resultado concuerdacon otros métodoscon respectoal total estudiados.

Es importante considerar que el número de pacientesincluidos espequeño.

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

Metodos ¡ Concordantes Discrepantes N0 total Reproducibilidad

Antibiotipo 4 pacientes 7 pacientes 11 pacientes 36.36%

Biotipo 4 pacientes 4 pacientes 8 pacientes 50%

Plásmidos 6 pacientes 5 pacientes Ii pacientes 54.5%

FR 8 pacientes O pacientes 8 pacientes 100%

RCP-[A 10 pacientes O pacientes 10 pacientes 100%

ER-ureB 8 pacientes O pacientes 8 pacientes 100%
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4.5.3 PODER DISCRIMINATORIO

Se han considerado todos Los aislamientosestudiadosque no teníanrelaciónentre

sí y el primero de cada paciente, cuando se obtenían más de uno.

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

Método n0total cepas N<~ total de tipos ID

Antibiotipo 31 3 0.28

Biotipo 29 3 0.66

Plásmidos 31 7 0.40

ER 19 19

RCP-IA 26 26

ER-urel) 10 6 0.86
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TIPABILIDAD 

PODER DISCRIMINATORIO 

REPRODlJCIBILIDAD 
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4.6 ESTUDIO COSTE/BENEFICIO DE LOS METODOS DE TIPADO

Paraconocerquémétodo resultabamásválido en relación al precio y al tiempo

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

4.6.1 PRESUPUESTO ECONÓMICO DE CADA MÉTODO

1) Presupuesto para 5 métodos de tipado (1 método fenotípico y 4 genotípicos), de

acuerdo con los precios especificados anteriormente:

a) BIOTIPADO

Producto Cantidad/ Cantidad/ PVP/

muestra envase envase

‘I’oual/

muestra

TIRA API 1 25 tiras ‘~ 23.000 pus 920 pts

b) ESTUDIO DEL ADN PLASMÍDICO

Fxtracción Llectroforesis Otros gastos Total/muestra

61.7 pts 1 90.1 pus 50 pts 202 pts



169Resultados

e) MÉTODO DE ENZIMAS DE RESTRiCCIÓN

Extracción Amplificación Electroforesis Otros gastos Total/muestra

inespecífica

61.7 pts 83.4 pts 101.4 pts 150 pts 397 pts

e) PRESUPUESTOMÉTODO DE ER-urefi:

Extracción Amplificación Digestión Electroforesis Otros Total/

específica gastos muestra

61.7 pts 114.5 pts 158.6 pts 115.8 pts 150 pus 601 pts

d) PRESUPUESTO MÉTODO DE RCP-IA:
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4.6.2 TIEMPO INVERTIDO POR EL PERSONAL

Se ha calculado el tiempo invertido por el personalen la realizaciónde las

técnicas.

MÉFODO PROCEDIMIENTO TOTAL (tiempo)

Hiotipado inoculación 10 mm
15 mm

lectura 5 mm

Plásmidos extracción 45 mm

1 b 30 mm
electroforesis

preparargel 30 miii

cargargel 8 mm

lecturay foto 7 miii

FR de ADN
cromosómico

extracción 1 h 30 mm
2 h 30 mm

digestión 15 miii

electroforesis 45 mm

RCP-IA extracción 1 h 30 mm
2 h 45 mm

amplificación 30 mm

electroforesis 45 ruin

FR- ¡¡reD extracción 1 h 30 miii

3 Eamplificación 30 mm

digestión 15 miii

clectroforesis 45 mm
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4.6.3 TIEMPO NECESARIO PARA OBTENER EL RESULTADO

Seha calculadoel tiemponecesarioparaobtenerel resultadofinal, considerando

tanto el tiemponecesarioparala realizaciónde la técnica,como los tiemposde espera

de incubaciones,electroforesiso amplificaciones.

METODO TIEMPO

TÉCNICA

TIEMPOS ESPERA TOTAL

(tiempo)

Biotipado 15 mm incubación 4h 4h15 miii

Plásmidos 1 h 30 miii extracción 30 mm

4h
electroforesis 2 Ii

ER de ADN

cromosómico

2 ti 30 mm extracción 1 li

23 h 30 miii
digestión 4 h

electroforesis 16 h

RCP-IA 2 h 45 mm extracción 1 h

9 h 45 miii

amplificación 4 h

electroforesis 2 h

ER-ureB 3 h extracción 1 h

14 h
amplificación 4 ti

digestión 4 Vi

elecuroforesis 2 li
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4.6.4 RESULTADOS FINALES

Hemos dado una puntuación del 1 al 5 en cuanto a presupuesto,tiempo

necesarioparala realizaciónde la técnicay tiemponecesarioparaobtenerel resultado

final. La puntuaciónmásalta fue parael método másbarato,más rápido y en la que

el personalinvierte menostiempo.

Método Precio Tiempo de

trabajo

Tiempo en obtener

resultados

Puntos

Biotipado 1 5 4 10

Plásmidos 4 5 14

FRenADN

cromosómico

3 3 1 7

RCPIA 4 2 3 9

FR-urgí? 2 1 5
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5. DISCUSIÓN
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5.1 DIAGNÓSTICO

5.1.1 ELECCION 1)E LAS CONDICIONES DE LA RCP

Existen numerosostrabajospublicadosque utilizan la RCP como método de

deteccióndeU. pylori (Fabre [994), debidoa que esun microorganismodelicadoy a

que son lentos los métodosde diagnósticoutilizadoshabitualmente.Cadaautor utiliza

un protocolo diferente, con los iniciadoresdiseñadosen su grupo de trabajo, y lo

recomiendancomo muy bueno (Mapstone1991, Ho 1991, Valentune 1991, Clayton

1991 e, Clayton ¡992, Engstrand1992, Hammar 1992, Hickley 1993, Peek 1995). Sin

embargo, existen muy pocos trabajos que comparen los métodos propuestospor

diferentesinvestigadores.Estees un primer problemaa la hora de intentarelegir qué

protocolode RCP queremosutilizar para el diagnósticode la infecciónpor U. pylori.

Fn esteestudio,despuésde realizaruna ampliabúsquedabibliográficasobrelos

protocolosexistenteshasta el momento de iniciar el proyecto, elegimos 3 tipos de

iniciadores, basadospreferentementeen la calidad científica de los grupos de

investigaciónque los proponían,pero siendoconscientesde que la elecciónpodríano

ser la más adecuada.El protocolobasadoen el gen ureA, se eligió también porque

existíaalgúngrupomásde investigadoresque habíautilizado esteprotocolopropuesto

por Clayton (Wang 1993, Van Zweet 1994).

Además,es necesarioelegir la casacomercial de la que vamos a obtenerlos

reactivos, que deben ser siempre de buena calidad y que pueden modificar los

resultadosfinales, especialmenteen cuantoa la sensibilidadde la técnica.
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Otro problemaque debemostener en cuenta,es el método de diagnósticocon

el que comparamoslos resultadosobtenidos.Los que utilizan en los diferentestrabajos

publicadosson muy diversos.La mayoríade los autorescomparanlos resultadoscon

cultivo y/o histología(Westblom1993b, Lage1995),otroscon serología(Peek1995),

algunoscon la pruebadel aliento con urea (EL Zaatari 1995) o con la pruebade la

ureasarápida (Fabre 1994), dependiendode los métodosque esténutilizando en ese

momentoen sucentrode trabajo. En esteestudio,liemos comparadolos resultadoscon

cultivo e histología.

5.1.2 SENSIBILIDAD DE LA RCP

Una vez elegidosy diseñadoslos protocolosde RCP que íbamos a utilizar,

comprobamosque 25 aislamientosde U. pylori eran positivos por esta técnica y

determinamosla concentraciónde ADN con la que sepodíadiagnosticarla presencia

de cadagen.

La RCP fue capazde detectarhasta12 pg de ADN con ureA, 50 pg con ureR

y 25 pg con ARNr. La sensibilidadde la técnicaeradiferenteen cadacepaestudiada.

1-lay trabajosdescritosque soncapacesde detectarcantidadesde ADN menoresqueen

nuestroestudio, pero en general necesitanmodificar la metodologíade RCP para

hacerlamássensible.Lagey col. detectanhasta3,6fg de ADN de fi. pylori, utilizando

una RCP con iniciadoresfrenteal gen ureC, que amplifica un fragmentode tamaño

pequeño(294 pb) (Lage 1995). Mapstoney col, detectanhasta10 fg, pero utilizando

una RCP anidada,ya que la RCP en un sólo pasono era lo suficientementesensible

(Mapstone 1993 a). Ho y col, detectanhasta 10 pg en una RCP de 30 ciclos, y son
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capacesde aumentarla sensibilidada 0.1 pg si aumentana 40 ciclos y a 0.01 pg,

utilizando también una RCP anidada (Ho [991>. En la mayoría de los trabajos

publicados,se estudiala sensibilidadde la técnicautilizandoel ADN de un aislamiento

de II. pylori. En este trabajo, el nivel de detecciónvaría de forma considerable

dependiendodel aislamiento,por lo que no nosparecerecomendablesacarconclusiones

con los resultadosobtenidosen un único aislamiento.

El bajo nivel de sensibilidadde la técnica,en la deteccióndel ADN de los

aislamientosde U. pytori, podríaexplicarsepor varias razones:la calidad del ADN

obtenido, la marcacomercialde la Taq polimerasautilizadao, incluso, la marcadel

bloque térmico en el que se realiza la amplificación. En un trabajo publicadopor

RomeroLópezy col. comparandiferentesiniciadoresen la técnicade la RCP (ureA,

ureA +B y ureC) y dosprotocolosde extraccióndel ADN (ebulliciónde la muestraque

libera el ADN y un protocolomáselaboradoparaobtenerADN purificado). Llegan a

la conclusiónde que la sensibilidaddel ensayodependedel tamaño del fragmento

amplificado, siendomás sensiblecuantomáspequeñosea el fragmento, y de que el

método de ebullición puededar lugar a resultadosnegativos,aunqueel ADN se

encuentreen la muestra(RomeroLópez 1993). La necesidadde realizarun métodode

extracciónde ADN, que no seasimplementeel de ebullición, sino quepermitaobtener

un ADN aceptableen cuantoa calidad y cantidad,ha sido recomendadotambiénpor

otros autores (Wang 1993). En nuestro estudio hemos utilizado un protocolo de

extraccióncon el que obtenemosun ADN de muy buenacalidad y cantidad. Sin

embargo,el tamañodel fragmentoamplificadoesde 411 pb, usandoiniciadorespara

el gen ureA, de 500pb parael genARNr y de 933 pb parael gen ureB. Estostamaños
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puedenserexcesivamentegrandes.La sensibilidadobtenidapor otros autores,que han

amplificado el fragmentode 411 pb, no es excesivamentebuena (Wang 1993, Van

Zweet 1994).

Porotraparte,cuandohemosrealizadola técnicade la RCPapartir de biopsias,

apareceun porcentajerelativamentealto de muestrasque, siendonegativaspor los

métodosde diagnósticohabituales(histologíay cultivo), sonpositivasparaU. pylari.

5.1.3 COMPARACIÓN DE LOS DIFERENTESMÉTODOS

Al compararlos resultadosobtenidosa partir de muestrasdebiopsia gástrica,

por los tres métodosde diagnósticoutilizados: cultivo, histologíay la técnicade RCP,

se observóque la RCP fue la quedetectómayor númerode biopsiaspositivas.

5.1.3.1 RCPPOSITIVA Y METODOS DE REFERENCIA NEGATIVOS

La RCP fue positiva en 9 pacientes,mientrasque los métodosde diagnóstico

habitualesresultaronnegativos.Esto podríaexplicarsepor una mayor sensibilidadde

la técnica o por la posible contaminaciónde las biopsias durante la endoscopia

(Roosendaal1994) o duranteel trabajodel laboratorio(Wright 1990), que daríalugar

a resultadosfalsos positivos. En todos los ensayosde RCP se incluyó un control

negativo,paraconfirmarqueno se producíancontaminacionescruzadasen la reaccion.

Al estudiarde maneradetalladalos resultadosde esos9 pacientes,se observó

que en dos de ellos disponíamosde la información completa, mientrasque en los 7

restantescarecíamosde los datosde la histología o el cultivo estabacontaminado.Si

dispusiéramosdel diagnóstico por los dos métodos, el resultado podría verse
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modificado. Además. 3 de los aislamientoseran de muestrasde biopsias obtenidas

despuésde 1 mesde tratamiento,y puedeindicar que la bacteriaha sido erradicadadel

estómago,de maneraque no sedetectapor cultivo ni histología,pero podríanquedar

restosde formascocoideso de ADN que la RCPsí seríacapazde detectar.

5.1.3.2 RCP NEGATIVO Y METODOS DE REFERENCIA POSITIVOS

En 6 pacientesla RCP fue negativa,mientrasque la histologíafue positivay en

uno de ellos el cultivo tambiénfue positivo. Estehechopodríaexplicarsedediferentes

formas:

a) un mal estadode la biopsiautilizada para RCP. Sin embargo,la RCPque

detectael gen de la 13-globina humanafue positiva, indicando que el protocolo de

extracciónfue adecuadoy el ADN seencontrabaen buen estado.

b) la utilización de muestrasde biopsia gástrica diferentes para el estudio

histológico y el microbiológico. Se ha descritoanteriormenteque U. pylori sepuede

distribuir en forma de parchesen el antrogástrico(Bayerdorffer1989) y en algunas

zonasde las biopsiapuedeno encontrarseel microorganismo.Debidoa la posibilidad

de que ocurraesto, se recomiendael estudiode más de una biopsiaparael cultivo,

especialmenteen adultos<Glupzcynski1995b); sin embargoen niñosestehechoparece

sermenosimportantey una sola biopsiapodríaser suficiente(Gormally 1993).

c> la presenciade resultadosfalsospositivosporhistología,debidoa que esuna

técnicasubjetivay es necesariotenerexperienciaen la interpretaciónde las imágenes

microscópicas.

d) la posibilidad de que algúnaislamientode U. pylori presenteuna secuencia
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ligeramentediferente del gen ureA. Esta posibilidad no ha sido descrita hasta el

momentopor ningún autor, aunquesí seha publicado que el microorganismopuede

producir menorcantidadde ureasacuandoseencuentra“in vivo” que “in vitro” (Peek

1995).

Otrosautoreshandescritotambiénla posibilidadde que unamuestrade biopsia

seapositiva por cultivo e histología,y sin embargo,la RCPseanegativa,aunquese

repetíael experimentoal menosdos veces(Westblom 1993 b).

5.1.3.3 SENSIBILIDAD DEL CULTIVO

La mayoríade los trabajospublicados,presentanla RCP como un método

directo y mássensibleque los métodosde diagnósticohabituales(cultivo/histología).

Sin embargo,existeal menosun trabajoen el que seindica que la RCPestan sensible

como el cultivo parael seguimientodel tratamiento(Van Zweet 1993).

En esteestudio,el 31.5%de las biopsiasfueron positivasutilizando el método

de cultivo, mientrasque un 58.1% lo fueronpor histologíay un 59.6% por RCP. El

bajo porcentajede cultivos positivospuedeexplicarsepor variasrazones:

a) las muestrasse obtienenen el Serviciode Digestivo del Hospital del Niño

Jesúsy seenvíanlo másrápidamenteposibleal ServiciodeMicrobiología del Hospital

de la Princesa,donde se procesanpara su cultivo. Normalmentelos porcentajesde

aislamientoson máselevados,y en determinadoscasosincluso más fiables, que los

resultadosde la histología,que puedeidentificar falsos positivos.

h) la contaminaciónde la solución salina, en la que se transportabanlas

muestras,con 1’. aerugínosa.



Discusión (80

e) la falta de medio selectivoduranteuna partedel estudio.

l)iversos autoresindican que el cultivo, realizadoen tas condicionesóptimas,

especialmenteen cuantoa la rapidezen la siembrade la muestra,puedellegara ser tan

sensible como la realización de una técnica de RCP, que es más compleja y

probablementemás cara. En los casosen los que el cultivo no se puedesembrar

rápidamente,estaríaindicadala realizaciónde estatécnica(Van Zweet 1993).

En un trabajopublicado recientemente,seobservaque Ja técnicaque detectóel

porcentajemás alto de muestraspositivas fue la RCP (38.5%), seguidadel cultivo

(36.5%),pruebade ureasarápida(34.6%),y porúltimo, la tinción histológica(33.7%)

(Lage1995). Fabrey col. publicanun trabajoen el queencuentranun 53% de muestras

positivaspor RCP, seguidode un 50% depositivospor histología,un 48% porcultivo

y un 43% por pruebade ureasarápida (Fabre 1994).

Pareceque la tecnologíade la RCPpuedetener un gran interésutilizándolaen

muestrasobtenidas de forma no invasiva (sativa, placa dental y/o heces), en las

obtenidasa partir de animalesdomésticos,asícomo en muestrasde agua,tanto fecales

como de bebida, en las que no son fácilmente apticableslas técnicas de cultivo

habituales.La utilizaciónde la metodologíamolecularnos ayudaráa obtenermejores

conocimientossobre la epidemiología,la transmisióny los posiblesreservoriosde la

infecciónproducidaporU. pylori.
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5.2 CARACTERÍSTICAS DE II. pylori

5.2.1 SENSIBILIDAD

Los datos de sensibilidad obtenidos en este estudio, concuerdancon los

observadosen un mayor númerode aislamientos,estudiadosrecientementeen nuestro

Departamento(Alarcón 1995>.

Se confirma la buenaactividad “in vitro” de amoxicilina, parala que no seha

encontradoningunaceparesistenteen el mundohastael momento.

Hemosencontradoun 20.7 % de resistenciaa metronidazol, resultadosimilar

a los obtenidospor otros autores. Sin embargo,esteporcentajeha aumentadocon

respectoa los datos de nuestro hospital en 1991 (López-Brea 1991). La tasade

resistenciapublicadaen diferentespaísesesmuy variable, dependiendoademásde la

poblaciónestudiada(EuropeanStudy Group 1992).

El porcentajede resistenciaa claritromicinaesdel 3.8% y, aunquetodavíaes

muy bajo, esnecesariollamar la atenciónsobrela apariciónde cepasresistentesaeste

nuevo macrólido, puesto que hasta hace poco tiempo no se habían descrito en

aislamientosespañoles(López-Brea1993 c). Otrosautoresobservanun aumentode la

resistenciaa claritromicina en países europeosen los últimos años (Cayla 1993,

Glupzcynski 1995 a>, quizádebidoal usoabusivode nuevosmacrólidosparaun gran

númerode infecciones,especialmenteen niños,
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5.2.2 CARACTERISTICAS BIOQUÍMICAS

Todos los aislamientosprodujeronoxidasa,catalasay ureasaen el momentode

su aislamientoen el laboratorio.Se ha descritola existenciadecepascatalasanegativas

en el laboratorio,debidoprobablementea la pérdidade estaenzimadespuésde largos

períodosde conservación(López-Brea1993 Ii». Seha descritotambiénla existenciade

cepasureasanegativas(Cover 1991),aunquesonextremadamenteraras.

En cuantoa la presenciade diferentesenzimaspreformadas,fosfatasaalcalina,

fosfatasaáciday naftol fosfohidrolasa,estuvieronpresentesen todos los aislamientos

estudiados,por lo que podríanserutilizadascomopruebasbioquímicasde diagnóstico,

especialmenteantela posibilidadde encontraralgúnaislamientoquepudierasercatalasa

o incluso ureasanegativas.Fosfatasaáciday fosfatasaalcalinahan sido anteriormente

descritasen todos los aislamientosde JI. pylon’. La presenciade naftol fosfohidrolasa

puededependerdel aislamientoestudiadoy seha descritoen un porcentajealto de los

aislamientos(Goodwin 1990). En nuestrocaso,en todos los aislamientosencontramos

naftol fosfohidrolasa.La presenciade esterasalipasay leucinaarilamidasaseencontró

en un 37.9% y en un 72.4%,respectivamente.



Discusión 183

5.2.3 CARACTERÍSTICAS DE VIRULENCIA

Entre los parámetrosquese hanconsideradorelacionadoscon virulencia, hemos

estudiadola presenciao no de movilidad, decitotoxinay de unaproteínade 128 kDa,

codificada por el gen cagA. En diferentes trabajos publicadosse indica que los

aislamientosmás móviles, citotóxicosy que presentanla proteínaCagA,parecenestar

implicados en procesosclínicos más graves(Figura 1989, Cover 1990, Eaton 1992,

Covacci 1993, Crabtree 1993), aunquese necesitantodavía muchos estudios que

permitansacarconclusiones.

En nuestrocaso,un 87.4%de los aislamientosestudiadoseran móviles o muy

móviles lo que indica la presenciade microorganismosprobablementemáspatógenos.

En un estudioreciente,el 57.8% (22 de 38 aislamientos)eranno móviles (Owen 1991

a); sin embargo,los aislamientosde H. pylori sedescribieronen un principio como

móviles (Goodwin 1989). En estetrabajono seencontrórelaciónentre las cepasmás

móviles y la presenciade citotoxina o del gen cagA detectadomedianteRCP. Sin

embargo,la metodologíadedeteccióndeesteparámetro,aunquerecomendadopor otros

autores,esbastantesubjetivay seríaconvenienteutilizar, además,otro tipo de método.

La deteccióndel efecto vacuolizantese ha podido determinaren un número

pequeñode aislamientos,por lo que es difícil sacarconclusiones.El 353% de los

aislamientosproducíanefecto vacuolizante, un porcentajemás bajo que el 47.2%

detectadopor otros autores (Owen 1991 a). Sin embargo, nuestro estudio se ha

realizadoen aislamientosclínicos procedentesde niños, mientrasque la mayoríade los
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estudiospublicadosson en aislamientosde adultosy de pacientescon úlcera(Figura

1989, Cover 1990). El porcentajede niños con úlcera es muy bajo, por lo que si la

citotoxicidadestárelacionadacon la úlcera,se esperaqueexistaun porcentajemásbajo

decepascitotoxunapositivasen niños.

El 40% de los aislamientospresentanel gen cagA detectadopor RCP. No se

conoce la función biológica de la proteína CagA, pero parece más frecuente en

enfermos con úlcera duodenaly con cáncergástrico que en pacientescon gastritis

(Covacci 1993, Crabtree1993). Estegen seencuentraen el 91.7%de los que padecen

úlceraduodenaly en el 73% de los afectadospor gastritis (Lage 1995). Existen muy

pocosdatosen cuantoa la presenciadeestegenen niños. Doermanny col, lo detectan

en un 47.5% de aislamientos procedentesde niños (Doermann 1995), porcentaje

ligeramentemás alto que el encontradoen nuestrosaislamientos.En estecaso,como

en el del efectovacuolizante,sepuedeesperarun menornúmerode aislamientoscagA

+ que en adultos,porquela úlceray/o el cáncerno esfrecuenteen niños.

La proteína CagA se ha consideradocomo una proteína necesariapara la

producción de ciiiotoxina; sin embargo, recientementese ha visto que estos dos

parámetrosno se encuentransiempreasociadosy que la proteínaCagA no esnecesaria

parala expresiónde la citotoxina(Schmitt 1994, Tummuru 1994).En nuestroestudio,

solamenteen 8 aislamientossepudierondeterminarlos dosparámetros.En 4 de ellos

los resultadosfueron positivos o negativos,pero igualespor los dos métodos.Tres

aislamientos presentabanel gen cagA con efecto vacuolizantenegativo y uno no

presentabael gen y, sin embargo,producíaefectovacuolizante.Estosdatosconcuerdan

con los de trabajospublicadosrecientemente,que indican la presenciade diferentes
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tipos entre los aislamientosde H. pylori, basadosen el sub-tipo dc vacA cagA. Los

aislamientosde U. pylor¿ se puedenclasificaren el tipo 1(65% vacA+ cagA+). tipo

II (19% vacA- cagA-) y el resto de los aislamientos(16%> presentanun fenotipo

relacionadocon el tipo 1 que expresanel gen cagA o el vacA, pero no los dos (Telford

1994 a, Xiang 1995). Este 16% correspondea aislamientosque puedenproducir el

efecto vacuolizante“iii vitro” pero no tienen la proteínaCagA. o que presentanla

proteínaCagásin producirel efectovacuolizante(Xiang 1995). En nuestrocaso,una

cepaperteneceríaal tipo 1, tres cepasal tipo 11 y cuatrocepasseencontraríanen el

fenotipo relacionadocon el 1, que expresanel gen cagA o el vacA pero no los 2. Sin

embargo,esnecesariorealizarestudioscon mayornúmerode aislamientosquepermitan

confirmarestos resultadospreliminares.

FI determinarlos aislamientosclínicosde U. pylori quepuedenestar implicados

en la úlcerao, incluso, en el cáncergástrico,puedetenerun importanteimpactoen la

decisiónterapéutica.Las pautasde tratamientoque se utilizan en la erradicacióndel

microorganismoson muchasvecescomplejas,con múltiplesdosis, un moderadonivel

de efectossecundariosy frecuentementeno se completael tratamientopor partedel

paciente.La identificaciónde los pacientesque estáninfectadospor aislamientosque

puedendar lugar a cuadrosmás graves,permitirá a los clínicos insistir más en la

terapiaerradicadora.
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5.3 TIPADO FENOTÍPICO

Lasdiferentescaracterísticasde JI. pylori sehan intentadoutilizar comoposible

métodode tipadode estemicroorganismo.Se intentó realizarun esquemade tipadoen

cuantoa antibiotipo y biotipo.

El antibiotipo sólo clasificabalos microorganismosen 3 grupos,siendo uno de

ellos muy poco frecuente,por lo que no pareceútil como métodode tipado. Además,

los aislamientosde un mismo pacienteobtenidosa lo largo del tratamiento,en nuestro

casocon metronidazol,amoxicilinay salesde bismuto,puedenmodificar la sensibilidad

a metronidazol sin detectarseningún otro cambiofenotípico ni genotípico.El que la

mayoría de los aislamientos de U. pylori presentenpatrones de sensibilidad a

antibióticosmuy similares,ha sidodescritotambiénporotrosautores(Morgan 1987b).

La utilización del biotipado seconsideróal principio como un métodoválido

paradiferenciarentreaislamientosde U. pylori; sin embargo,actualmenteno parece

recomendable.En Los aislamientos incluidos en este estudio hemos encontrado 3

biotipos. El más frecuentefue el biotipo II, que produceleucinaarilamidasay naftol

fosfohidrolasapero no esterasa(en 41.3% de los aislamientos).Estos resultados

coincidencon los de otros autores(Owen 1991 a). en los que el biotipo II era también

el más frecuente(87% de los aislamientos).Este método no resultésuficientemente

válido, porque,al consideraraislamientosdel mismo paciente,los resultadosno eran

concordantescon los métodosmoleculares.
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5.4 TIPADO GENOTÍPICO

En la infección por U. pylor¡ se han aplicadonumerososmétodosgenotípicos

con diferentesobjetivos:

a) analizaraislamientosobtenidosa partir del mismo pacientea lo largo del

tratamiento(Akopyanz1992, Moore 1993, Fujimoto 1994, Rautelin1994, Owen 1994),

para intentardiferenciarentrere-infeccionesy recaídas,

b) estudiaraislamientosde la misma biopsiapero con diferentesmorfologías

(Langenberg1986),

c) estudiaraislamientosde biopsiasdediferenteszonasdel estómagodurantela

misma endoscopia(Owen 1993),

d) compararaislamientosobtenidosa partir de miembrosde la misma familia

(Tee 1992, Nwokolo 1992, Bamford 1993), o

e) intentaragruparpor homologíaslos aislamientosque procedende pacientes

con diferentepatologíadigestivay pacientesasintomáticos(Desal 1994).

No existe un esquemade Upado bien definido para H. pylori. Los métodos

fenotípicosutilizadosno han demostradoutilidad. Los métodosgenotípicosparecenlos

más adecuados,aunqueexistennumerosasposibilidades(estudiode plásmidos,patrón

de restriccióndel ADN cromosómico,hibridaciónconsondasuniversaleso específicas,

electroforesisen campospulsados,métodosde RCP, etc) y cadaautorpuedetenersus

preferencias.
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5.4.1 PLÁSMIDOS

En un 26.4% de los aislamientosestudiados,seobservaban1 ó 2 plásmidosde

pesomolecularcomprendidoentre7.9 y 1 MDa.

Diversos autores han publicado la presenciade plásmidosen aislamientos

clínicos deII. pytori procedentesde pacientesadultos,con porcentajesquevaríanentre

el 35 y el 50%. En nuestro estudio el porcentajees más bajo, quizá porque son

aislamientosprocedentesde niños (los datos publicadossebasanen aislamientosde

adultos)o por la posibilidadde quelos aislamientospuedanperderlos plásmidosdebido

a su conservaciónen el laboratorio.

En cuantoal tamañoque presentanlos plásmidosencontradosen esteestudio,

concuerdancon otros autoresque detectanplásmidosmenoresde 8 MDa (Simor 1990

b), menoresde 5.9 MDa (Majewski 1988), menoresde 7.9 MDa (Clayton 1991 a) o

menoresde 10 Kpb (Owen 1991 a). En muy pocoscasosse publica la presenciade

plásmidosde pesomolecularde gran tamaño(96 MDa) (Penfold 1988) o de 63 Kpb

(Stanley 1992). En nuestro estudio, el número de plásmidos encontradosen los

aislamientosde II. pylori ha sido 1 ó 2. La mayoríade los autoresencuentratambién

este número, pero existe un trabajo en el que detectanhasta4 plásmidosen algún

aislamiento<Xiang 1995).

Es importanteteneren cuentaque cuandolos aislamientospresentanplásmidos,

los patronesson muy variables,mostrandocadaaislamientocasi un único patrón. Esto

podríaserútil como métodode tipadosi un mayorporcentajede aislamientosincluyera

ADN extra-cromosómico.
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Se observarondiferencias, en cuanto a la presencia de plásmidos.en los

aislamientosde tres pacientes.Estehechopodríaexplicarsepor laexistenciade másde

un tipo de cepaen el mismo pacienteo por la pérdidade plásmidosen algunode los

aislamientos;por lo tanto, el patrón plasmidico no es válido para diferenciar entre

aislamientosde fi. pytori, usadocomoúnico métodode tipado.

5.4.2 ENZIMAS DE RESTRICCION

El método de digestióndel ADN cromosómicocon enzimasde restricciónha

sido ampliamente utilizado para éste y otros microorganismos. Presentacomo

inconvenientela gran cantidadde bandasque se puedenobservar,por lo que esdifícil

realizarunacomparaciónde resultadosde formavisual. Debidoa esto,sehanutilizado

métodosinformatizadospara compararlos resultados(Owen 1989 c) o métodosde

hibridación, que permiten disminuir el númerode bandasy facilitan la lectura; sin

embargo,estos métodosde hibridaciónaumentande forma considerableel gasto, no

solamenteeconómicosino tambiénde tiempode realizaciónde la técnica.La utilización

de métodosno manualespara compararpatronespuede ser útil, pero es necesario

disponerde los mediosque, en muchoscasos,no estáal alcancede los Laboratorios

de Microbiología Clínica. También se han utilizado métodos de digestión con

endonucleasas,que cortan el ADN en pocospuntos y los fragmentosobtenidosse

separanposteriormentepor electroforesisen campospulsados,pero puedeserdifícil

disponerdel equipopara la realizaciónde estatécnica.
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En nuestraexperiencia,el métodode digestión con enzimasnormalesha sido

útil para compararpocosaislamientosde U. pylori. Ademáses un métodobarato,no

muy difícil de realizartécnicamentey paraponerloen prácticaes suficientecon los

aparatosmínimos de un Laboratorio de Biología Molecular. En nuestro estudio

elegimos dos enzimas de restricción ampliamente utilizadas (Jlind[II y HaeIIl).

Probablementelas más recomendadasparaestudiarel ADN de estemicroorganismo

(Simor 1990, Oudbier 1990, Owen 1991 a, Costas 1991, Rautelin 1994).

Este métodopodría no serútil paracompararun gran númerode aislamientos

de U. pylori (más de ~ ó de los que se puedan incluir en un mismo gel de

electroforesis>.Engeneral,paradiferenciarentrere-infeccioneso recaidas,essuficiente

compararlos aislamientosdel mismo paciente,que suelenserdos o tres aislamientos,

y en cualquiercasoun númeropequeñode ellos.

En nuestrotrabajo, todos los aislamientos,menosuno, sedigirieron bien con

los dos enzimasprobados.En cuantoa relacióncoste/beneficiode estemétodo, podría

recomendarse.en primer lugar, el usode HindIII porsu menorprecio, y si el ADN no

sedigiere, repetir el experimentocon HaelII.

Los patronesfueron fácilmentecomparablesen el mismo gel. En el estudiode

aislamientosno relacionadosentreellos, los patronesparecendiferentesde unosaotros,

Jo que indica una gran diversidadgenómica.
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5.4.3 RCP-IA

Este método puedeser recomendadopor rápido, ademásde ser técnicamente

fácil de realizary barato. Todos los aislamientosfueron tipables por este método,

produciendopatronesde bandasclaras y en un númerosuficientementepequeño,de

maneraque sepodíancompararvisualmente.

En algunostrabajosrealizadoscon esteo con otros microorganismos,se indica

la posibilidaddequeno seaun métodocompletamentereproducible,porserun proceso

de amplificaciónarbitrario.

Es importante utilizar siempre las mismas condiciones de la reacción, los

mismos reactivos,el mismo bloquetérmico y la misma concentraciónde ADN, que

debeserde buenacalidad.

Este métodoestásiendorecomendadopor muchosautoresporsu rapidezy por

su gran utilidad práctica,puessepuederealizaren cualquier laboratorioque disponga

de un bloquetérmico (Akopyanz 1992 b). El ADN sepuedeobtenerporebullición, en

lugar de usarun métodocomplejodepurificacióncomoel del CTAB, de forma que el

método es todavía más rápido y barato. Este ADN no es de buena calidad y los

resultadospuedenversemodificados,teniendoen cuentaquela reacciónqueseproduce

es arbitraria. Sin embargo,en manosde personascon experienciaestemétodo puede

sertan válido comoel del CTAB (Owen 1990a, Owen 1991 b, Kansau1, comunicación

personal>.
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5.4.4 ER-ureR

Este método de tipado puede aplicarse en aislamientos puros del

microorganismo,pero tambiénpodríatenerutilidad en muestrasde biopsiagástricao

en muestrasobtenidasde forma no invasiva(Akopyanz1992 a). En un primer paso,se

podríarealizarla amplificacióndel fragmentoadecuadoy posteriormente,digerirlo con

enzimasde restricciónparadiferenciaraislamientos.Los iniciadoresutilizadosen este

estudioseeligieron por habersido recomendadospor otros autores(Clayton 1993) y

disponerde ellos en nuestrolaboratorio.

El problemaencontradousandoestemétodode tipado es el gran númerode

aislamientosen los queel fragmentoamplificadono sedigiere con el enzimaprobado.

Esteproblemapodríasolventarsede diferentesformas:

a) Amplificación de un fragmentode mayor tamaño. Los trabajospublicados

amplifican fragmentosde gran tamaño,como 1.5 Kb a 2.5 Kb del gen ureA-fi, urec-D

o fIaA (Akopyanz 1992 a>, un fragmentode 2.4 Kb del gen ureA-B (Foxalí 1992,

Romero López 1993),o un fragmentode 1.1 Kb del gen ureC (Moore 1993).

b) Utilización de otros enzimasde restricciónque tienenmayorprobabilidadde

cortar dentro del fragmentoamplificado. En el estudiode Clayton utilizan Sau3A o

incluso dos enzimas de manerasimultánea (HaeIlI + AIuI), obteniendo buenos

resultados<Clayton 1993).
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Este método es técnicamentesencillo, tiene la ventaja de no encontrarse

sometidoa la arbitrariedadde la RCP-IA y los patronesqueseobtienensonmuchomás

fáciles de compararque los obtenidosde digestionesde ADN completo. Estásiendo

recomendadocomo muy útil pordiferentesautores(Foxalí 1992, Akopyanz ~992a,

Moore 1993, Fujimoto 1994, Owen 1994, Hurtado 1994 c), aunqueseha descritola

posibilidad de encontraraislamientosno relacionadosentreellos que, sin embargo,

presentanel mismo patrón (Foxalí 1992, Romero López 1993, Moore 1993). En

nuestro estudio el patrón UBI se encontró en aislamientos de 4 pacientes no

relacionados.
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5.5 COMPARACIÓN DE MÉTODOS DE TIPADO

En estetrabajosehan intentadocomparardiferentesmétodos,que puedenser

realizados en los Laboratorios de Microbiología Clínica sin grandes equipos o

importantesmedioseconómicos.Se requiere,como material unventariable,un bloque

térmicopara la RCP, unacubetay una fuentede electroforesis,una centrífugapara

tubos pequeñosde usoen biología molecular, un transilumunadorde luz ultravioletay

unacámarafotográfica. Esteequiposeencuentracadavezcon mayor frecuenciaen los

LaboratoriosClínicos o esrelativamenteposiblecompartirlocon otros departamentos

dentro del mismocentro.

Paradeterminarla utilidad de los métodosde tipado incluidos en esteestudio,

los hemos comparadoen cuanto a su tipabilidad, la reproducibilidad y el poder

discriminatorio. La definición de reproducibilidadque liemos utilizado no esquizá la

máscorrecta,pero ha sido válida para el estudiode nuestrospacientes.

Los métodosfenotípicosutilizados(antibiotipoy biotipo), aunqueseencuentran

disponiblesen cualquierLaboratorioClínico y son capacesde tipar el 100% de los

microorganismosprobados,presentaronun bajopoderdiscriminatorio(0.28y 0.66para

antibiotipo y biotipo respectivamente>.La detecciónde plásmidosno mostró buenos

resultadosen cuantoa tipabilidad ni poderdiscriminatorio.

Los métodosmolecularesbasadosen el estudiodel ADN completopresentaron

muy buena reproducibilidad (100%). RCP-IA mostró los valores más altos de

tipabilidad(100%> y poderdiscriminatorio(ID = 1)demanerasimultánea.ER, aunque
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presentóun ID = 1, mostró una tipabilidad de 96.3%. El que presentópeor ID y

tipabilidad fue ER del fragmentourefi; sin embargo,estatécnicapodríaversemejorada

por la utilización de iniciadoresque amplifiquenun fragmentomásgrande.

Se observóque todos los métodosmoleculareseran concordantesa la hora de

definir como igualeso diferenteslos aislamientosrelacionados(del mismo pacienteo

de familiares>.

Se pudieronestudiardos o másaislamientosdel mismo pacienteobtenidosa lo

largo del tratamiento(en 7 pacientes):En dos de ellos el primeroeradiferentede los

demásy en los 5 restantes,los aislamientoseran iguales.

Diferentesautoreshanestudiadoaislamientosde H. pylori obtenidosapartirdel

mismopacienteantes y despuésdel tratamiento.El númerode pacientesestudiados

sueleser pequeño,pero en la mayoríase observaun recaídacon La mismacepa(se

observanpatronessimilares) (Akopyanz 1992, Moore 1993, Clayton 1993). ALgunos

de los resultadospublicadosson: 10 pacientescon patronesigualescuandoestudian

aislamientosde II pacientes(Rautelin 1994>, 14 pacientescon patronesigualesde 15

estudiados(Tee 1992>, 8 pacientescon patronesiguales cuandoestudianmúltiples

aislamientosde 9 pacientes(Owen 1994> ó 5 pacientesconpatronesidénticosentrelos

8 pacientesestudiados(Fujimoto 1994). Estos trabajossugierenque pudierantratarse

de recaídas,debidoa la no curación,o quepuedanserre-infeccionescon la mismacepa

porquesecontaminena partir de la mismafuente de contagio(Clayton 1993).

Al estudiar los aislamientoscon diferenciasen cuantoa la morfología o la

sensibilidada metronidazolobservamosque,aunquefuero¡i fenotípicamentediferentes,

genotípicarnentemostrabanlos mismos patrones.Otros autoresya habíandescritola
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posibilidad deencontrarvariabilidad, en cuantoa la aparienciade las colonias,dentro

del mismocultivo (Langenberg1986) y en un estudio,en el que seutiliza la ribotipia

paradiferenciarentremorfologías,se observaque no existendiferenciasen cuantoal

patrón de tipado (Tee 1992).

Pudimosestudiardosaislamientosobtenidosa partirdedoshermanosy, eneste

caso, los métodosfenotípicosy moleculares(con la excepcióndel patrón plasmídico)

coinciden en definirlos como diferentes. En los pocos trabajos publicadossobre

aislamientosde diferentesmiembrosde la misma familia, no seencuentranresultados

claramenteconcluyentes.Nwokolo y col, estudian6 miembrosde la misma familia y

encuentranen tresmiembroscepasrelacionadasentreellas,mientrasque los otros3 son

aislamientos independientes(Nwokolo 1992). Bamford y col. estudian 4 familias

infectadasy detectanla mismacepaen, al menos,dos miembrosen 3 de las 4 familias

estudiadas(Bamford 1993). Tee y col. estudianun total de 7 familias y encuentran

patronesidénticos en los miembrosde dos de ellas, mientras que en las demáslos

aislamientosera diferentes(Tee 1992).

En los trabajospublicados,en los que se estudianaislamientosrecogidosde

diferenteszonas del estómago,observanque 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 VALORACIÓN COSTE/BENEFICIO

En los últimos añosseacrecientala necesidadde reducirgastos,en muchosde

los centrospúblicosde diagnósticoe investigación.Aunquelos criterioseconómicosno

deberíanretrasarlos avancescientíficos, sí que es necesarioconocer los gastosque

conlíevala realizaciónde las diferentestécnicas,para utilizar la más adecuadasi con

ello se obtieneel mismo beneficio científico. Por estemotivo, realizamosun estudio

coste/beneficiode los métodosde tipado empleados.

Remospuntuadode mayora menorlos métodos,en cuantoa precio/muestra(5

el más baratoy 1 el máscro), tiempo de dedicaciónde personaltécnico <5 e> que

consumemenosy 1 et que consumemás) y tiempo necesarioparaobtenerresultados

(5 el más rápido y 1 el más lento). Considerandola suma de los puntos de cada

parámetro,observamosque la puntuaciónmásalta es para el análisis de plásmidos,

seguido del biotipado, el patrón de RCP-IA, las enzimasde restricción del ADN

cromosómicoy, por último, las enzimasde restriccióndel fragmentoamplificado. Sin

embargo,el estudio de plásmidosy el biotipo no han sido eficaces en cuantoa

tipabilidad, reproducibilidado poderdiscriminatorio.Teniendoen cuentaesteestudio,

nosotrosrecomendamos,porsu relacióncalidad/precioel métodode RCP-]A, seguido

de ER. Existe un trabajo publicado por Swaminathany col. en el que comparan4

métodosde tipado moleculares,en cuantoa costede material y tiempo de trabajo, y

concluyenque el másbaratoesER-RCP,seguidode FR del ADN genómico,PFGEy

por último ribotipia (Swaminathan1993).
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6. CONCLUSIONES
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La utilizaciónde una técnicade RCPcon iniciadoresespecíficosdel gen ureA, para

el diagnósticode la infección por U. pytori, mostró mejoresresultados,en

cuantoa la deteccióndel nivel másbajode ADN, que los iniciadoresdirigidos

frenteal gen ureli o ARNr.

2.- La técnicadeRCPrealizadaa partir de muestrasdebiopsiagástrica,como método

de diagnóstico,detectóun 59.6% de resultadospositivos, aunquela presencia

de posibles resultadosfalsos positivos o falsos negativos la convierten en

metodologíaque debemejorarse.

3.- Los resultadosde la actividad ‘in vitro” de los antibióticos probadosindican

ausenciade resistenciaa amoxicilina. un 3.8% de resistenciaa claritromicina

y un 20.7% de resistenciaa metronidazol.

4.- El 100% de los aislamientospresentóureasa,catalasa,oxidasa,fosfatasaalcalina,

fosfatasaáciday naftol fosfohidrolasa.El 37.9% produjo esterasalipasa y el

72.4% leucinaarilamidasa.

5.- Un alto porcentajede los aislamientos(87.4%)presentómovilidad moderadao alta,

parámetroque se ha consideradopresenteen las cepasmáspatógenas.
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6.- Se detectó,en un 35.7% de los aislamientos,un efecto vacuolizanteen cultivos

celularesy, en un 40%,el gen cagA.

7.- Los métodosfenotípicosempleadoscomotipado (antibiotipoy biotipo) no parecen

ser útiles para diferenciarentreaislamientosclínicos del mismo pacientea lo

largo del tratamiento, ni para distinguir entreaislamientosde U. pylori con

diferenciasen la morfologíao en la sensibilidada metronidazol.

8.- Entre los métodosgenotípicosempleados,la detecciónde plásmidosno fue útil

como métodode tipado, presentabauna bajareproducibilidady un bajo poder

discriminatorio.

9.- La digestióndel ADN cromosómicocon enzimasde restricciónfue un buenmétodo

de tipado, ademásde presentaruna buena reproducibilidady un alto poder

discriminatorio.Los patronesobtenidosa partirdel mismo paciente,estudiados

en el mismo gel, fueron fáciles de sercomparadosvisualmente.

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

discriminatorio, tipabilidad y reproducibilidad.entre los métodosestudiados.

tanto lenotípícoscomogenotipicos.
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11.- La técnicade FR-urefi mostróuna buenareproducibilidad,pero la tipabilidad fue

baja y, por lo tanto, también el poder discriminatorio. Sin embargo,

modificandoel tipode iniciadoreso las enzimasde restricciónutilizadas,puede

ser un método muy útil y podría usarsedirectamentea partir de muestras

clínicas.

12.- Teniendoen cuenta el parámetrocoste/beneficio,el método más barato, más

rápido y queconsumemenosgasto de tiempotécnicoresultóser el análisisde

plásmidos, seguidodel biotipo, la RCP-IA, la digestión con FR del ADN

cromosómicoy, porúltimo, la digestiónconenzimasdel fragmentoamplificado

medianteRCP. Sin embargo,los dosprimerosmétodoshandemostradono ser

útiles parael tipado de estosmicroorganismos;por lo tanto, la RCP-IA seríael

métodomásrecomendadoencuantoa su valoracióncoste/beneficio.
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