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1. Infroduccion

El microbioma humano estd compuesto por comunidades de bacterias, virus y
hongos que cumplen distintas funciones en un 6rgano especifico. La homeostasis
del sitio anatémico es importante, ya que, de encontrarse en condiciones de
disbiosis (estado de desequilibrio entre microorganismos y células del hospedero),
induce alteraciones oOrgano-especificas beneficiando el establecimiento y
colonizacion por patobiontes (definido como un microorganismo endégeno que bajo
un estado de disbiosis es capaz de provocar enfermedad). Es importante distinguir
a aquellos microorganismos que pueden actuar como patobiontes, y determinar su
presencia o ausencia en condiciones disbidticas mediante técnicas de biologia

molecular (1).

Las técnicas de biologia molecular se utilizan ampliamente para diagnosticar
enfermedades infecciosas. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una
técnica en la que se puede detectar un gen de interés a partir de la amplificacion de
un fragmento especifico de &cido desoxirribonucleico (DNA). La reaccion en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-gPCR), se emplea para la
determinacién de la cantidad de ARN mensajero. Con esta técnica se puede
evidenciar la viabilidad celular y abundancia relativa de algun microorganismo en
condiciones Organo-especificas, como Helicobacter pylori en estdmago bajo

condiciones de disbiosis (2).

H. pylori es una bacteria que ocasiona diferentes enfermedades gastricas. Sin
embargo, existen reportes de infecciones gastricas en ausencia de esta bacteria,

entre las cuales se ha encontrado a Cutibacterium acnes (3).

C. acnes es una bacteria de gran importancia en el microbioma de la piel, presenta
multiples beneficios en este o6rgano. Sin embargo, se considera patdégeno
oportunista, debido a su capacidad de causar acné y otras enfermedades
infecciosas. También se ha aislado en el estbmago de sujetos sanos y pacientes

con enfermedad gastrica, o que genera interrogantes acerca de su presencia en
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este 6rgano. Sin embargo, se desconoce la relacion entre la presencia de C. acnes

y enfermedades gastricas (4).

2.Marco teodrico

En el sistema digestivo existen comunidades microbianas que conforman la
microbiota gastrointestinal. La riqueza y diversidad microbiana en el ambiente
gastrico es especifica gracias a la secrecion de jugos gastricos con pH acido que

proporciona un ambiente selectivo y limita el establecimiento de patobiontes (5).

A pesar de que estas comunidades presentan funciones especificas para el
mantenimiento de la homeostasis del hospedero, existen multiples factores que
alteran su estructura, por ejemplo: la dieta, la medicacion, la hospitalizacion o las

enfermedades infecciosas cronicas, los cuales generan eventos disbidticos (5).

Los eventos de disbiosis inducen multiples mecanismos para el facil establecimiento
y colonizacion de bacterias adaptadas en microambientes selectivos como el

estdbmago, por ejemplo, H. pylori (5).

2.1Helicobacter pylori

H. pylori es un bacilo Gram negativo, microaerofilico, con forma de espiral y
flagelado, cuyo reservorio principal es el estbmago humano. Esta bacteria presenta
caracteristicas particulares que le permiten sobrevivir al pH acido que prevalece en
el microambiente gastrico (6). Estas caracteristicas incluyen: 1) los flagelos que le
permiten penetrar la mucosa gastrica; 2) la produccion de ureasa, enzima que
cataliza la hidrdlisis de urea en dioxido de carbono y de amoniaco para basificacion
del pH gastrico; y 3) las moléculas de adhesion y receptores de superficie que

participan en la adhesion a la mucosa gastrica y la sefializacion proinflamatoria (7).

La infeccion por esta bacteria induce una respuesta inflamatoria en la mucosa
gastrica, por lo que la presencia de H. pylori implica el inicio y desarrollo de gastritis
cronica, Ulcera péptica y adenocarcinoma gastrico distal, linfoma de tejido linfoide

asociado a mucosa gastrica (MALT), entre otras (8).

10



2.1.1 Diagnostico de Helicobacter pylori

Existen diversas pruebas diagndsticas para la deteccion de H. pylori. Estas pruebas
incluyen métodos invasivos y no invasivos. Los métodos no invasivos incluyen a la
prueba de aliento con urea (UBT), la cual se basa en el mecanismo de degradacion
de la urea marcada con *3C o 4C en COz. Los métodos invasivos abarcan la prueba
rapida de la ureasa (RUT), la evaluacion histopatolégica para determinar el dafio
relacionado con la colonizacién e infeccién de H. pylori, que incluyen el empleo de
tinciones, como la tincion de Giemsa y técnicas moleculares, que por su alta
sensibilidad y especificidad permiten la identificacion de agentes patdégenos al
emplear genes constitutivos especie-especificos como el gen 16S rRNA, a partir de
muestras clinicas con ciertas limitaciones, como los tejidos incluidos en bloques de

parafina(7).

Las biopsias géstricas, generalmente se incluyen en medios de soporte como la
parafina para su diagnoéstico clinico mediante analisis histopatologico, son una
herramienta de diagndéstico importante para la evaluacion histolégica de
enfermedades infecciosas en el tracto gastrointestinal que también se pueden

utilizar para el diagnéstico molecular (9).

2.1.2 Clasificacion de enfermedades gastricas

A pesar de las diversas clasificaciones de las gastritis y las gastropatias para
diagndstico clinico, la clasificacibn de Sydney es la mas empleada para la
generacion de diagnosticos con informacion estandarizada que permite la
uniformidad en los reportes, ya que, es un sistema que describe hallazgos
histopatolégicos en muestras de biopsias gastricas posiblemente asociados a la

presencia de H. pylori (10).

Los parametros del sistema de clasificacion de Sydney consideran las

caracteristicas de la lesion gastrica y los grados de dafio de dicha lesion (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de la evaluacion histopatoldgica en biopsias segun la clasificacion de

Sydney (11)
Caracteristica Definicién Grado de dafio
0 (ninguno) 1 (leve) 2 (moderado) 3 (grave)
Inflamacion Densidad de  2-5linfocitos, 5-10 células 11-20 células  >21 células
cronica linfocitos y plasmay
células macréfagos
plasméticas
Infiltracion de Infiltrados Ninguno <1/3dela 1/2-2/3dela >2/3dela
neutréfilos neutrofilicos superficie superficie superficie
de la lamina infiltrada infiltrada infiltrada
propia o del
epitelio
superficial
Atrofia Pérdida de Ninguno Leve Moderado Severo
glandular glandulas
especializadas
Metaplasia Metaplasia Ninguno <1/3dela 1/3 a 2/3 de > 2/3 dela
intestinal del mucosa la mucosa mucosa
epitelio afectada afectada involucrada
Helicobacter Densidad del Ninguno 1-3 Una capa de Grupo de
pylori epitelio bacterias bacterias bacterias

El estudio endoscopico es un método altamente invasivo, por lo que se limita la
cantidad de biopsias. El protocolo de Sydney recomienda la toma de 5 biopsias (2
en antro, 2 de cuerpo gastrico y 1 de la cisura angularis) (Figura 1) (12). El sitio para
la toma de muestra considera a H. pylori como agente etiologico, por la identificacion

de esta bacteria principalmente en antro gastrico (13).
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Curvatura menor

Cisura angularis - R

—» Curvatura mayor

™ Antro

Figura 1. Sitios recomendados para tomar una biopsia gastrica (13)

La infeccion por H. pylori es una de las causas de disbiosis en la microbiota gastrica.
Se han determinado abundancias relativas >97% en pacientes infectados con este
microorganismo. Sin embargo, recientemente se determiné el desarrollo de eventos
disbidticos en el microambiente gastrico en abundancias relativas bajas e incluso
en ausencia de esta bacteria. Adicionalmente, se ha descrito un aumento
significativo de bacterias patobiontes como Prevotella melaninogenica,
Streptococcus anginousus Y, recientemente descrito, Cutibacterium acnes (14).

2.2 Cutibacterium acnes

Cutibacterium (anteriormente conocido como Propionibacterium) acnes es un bacilo
Gram positivo anaerobio aerotolerante (4). Esta bacteria se considera microbiota
dominante en piel humana vy, al ser un microorganismo lipofilico es dominante en
unidades pilosebaceas. C. acnes también se ha aislado e identificado en otras
regiones del cuerpo humano como la boca, el estbmago, los pulmones, el tracto

urinario y la prostata (15).

C. acnes presenta funciones especificas para el mantenimiento de la homeostasis
en la piel, como: 1) la modulacién del pH en piel (que oscila entre 4.1 y 5.8) mediante
la secrecion de una triacilglicerol lipasa para produccién de acidos grasos de cadena
corta a través de la hidrolisis de los triacilglicéridos; 2) produccion de cutimicina,
tiopéptido antimicrobiano que confiere proteccion a la piel contra otros patdogenos,
como Staphylococcus aureus; 3) modulacién inmune por interacciones con
gueratinocitos y sebocitos, que desencadena respuestas inflamatorias; y 4)
asociaciones con la mitigacion del estrés oxidativo por la produccion de la oxigenasa
radical (RoxP), que presenta actividad antioxidante contra especies reactivas de
oxigeno (ROS) (16).
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C. acnes se considera microbiota dominante en la piel y presenta mdltiples
beneficios en este 6rgano, esta bacteria se ha identificado en la microbiota gastrica
de sujetos sanos. Sin embargo, aun no se han definido sus funciones en este
microambiente, ya que, se ha encontrado en abundancias relativas dominantes en
pacientes con diferentes enfermedades gastricas en ausencia de H. pylori, como

gastritis linfocitica, gastritis cronica cuerpo-dominante y cancer gastrico (17).

El diagndstico de C. acnes en enfermedades de la piel se basa en evidencia clinica
y estudio microbiolégico, esto proporciona un diagndstico confiable. Sin embargo,
también presenta desventajas, como el tiempo de cultivo prolongado (hasta siete
dias) con posibilidad de contaminacion principalmente por arrastre de microbiota
nativa érgano-especifica y malas practicas de manipulacién de muestras biologicas
e instrumental de laboratorio. Por ello, se han desarrollado nuevas técnicas para
apoyar el diagnéstico clinico, entre los cuales destacan los métodos moleculares.
Estos métodos muestran una mayor sensibilidad, adicional a la reduccion de

tiempos de diagndstico y una posibilidad menor de contaminacion (18).

2.3Técnicas de biologia molecular

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las técnicas moleculares
aplicables para diagnéstico clinico, que permite amplificar millones de veces una
secuencia nucleotidica de una region particular de DNA conocida a partir de un

namero de ciclos determinados (19).

Para realizar una PCR se requieren distintos elementos: el templado de DNA,
cebadores complementarios a una region especifica del DNA para generacion de
amplicones de tamafo especifico; desoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs); una
solucion reguladora para estabilizar la reaccién enzimatica; y una DNA polimerasa
obtenida de Thermus aquaticus, termoestable a 94-96°C con actividad enzimatica a
72°C (19).

La reaccion enzimatica se lleva a cabo en tres etapas:

1) Desnaturalizacion. EI DNA de doble cadena se desnaturaliza por calor para

obtener cadenas separadas.
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2) Hibridacion. Los cebadores se alinean al extremo 3’ del templado
previamente separado.

3) Extension. La Tag polimerasa actua sobre el complejo templado-iniciadores
catalizando la sintesis de la cadena complementaria de DNA por la adicion
de dNTP’s complementarios al templado de DNA (19).

Para analizar los productos de PCR (amplicones) se emplea la electroforesis de
acidos nucleicos. La electroforesis es una técnica de separacion que se fundamenta
en el tamafio y carga de las moléculas que se desean separar. La ubicacion de las
bandas de DNA en el gel se detecta con la adicién de colorantes y las bandas
finalmente son detectadas mediante la exposicién del gel a luz ultravioleta (UV).
Este fendmeno ocurre entre los agentes intercalantes que tienen afinidad por el DNA
al excitarse con la luz UV y emiten fluorescencia (20).

Con el avance de los métodos moleculares para fines de investigacién y diagnéstico,
se han desarrollado variantes de la PCR, como la RT-gPCR.

2.3.1 PCR cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR)

La PCR cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR) permite la deteccion y
cuantificacion de la expresion génica en tiempo real que se basa en la intensidad
de la fluorescencia generada por un fluoréforo o agente intercalante que se une a
este templado durante la extensién y emite una sefial de fluorescencia a una
longitud de onda A = 520 nm cuando se une al DNA de doble cadena. A medida que
se forman las nuevas hebras de DNA durante la extension, el fluoroforo se intercala

en el DNA de doble cadena y la sefial de fluorescencia aumenta (2).

La RT-gPCR es utilizada ampliamente para estudios de expresion génica,
determinacion relativa de RNA mensajeros (MRNAS), deteccién molecular de genes
y cuantificacion absoluta y relativa de numero de copias de un gen especifico. Su
alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, lo que la ha llevado a utilizarse

para fines diagndsticos y de investigacion (21).

Esta técnica generalmente implica un procedimiento de dos pasos:

15



a)

b)

Sintesis de cDNA a partir de RNA

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se lleva a cabo por medio de
retrotranscripcion, reaccién enzimatica en la que la transcriptasa inversa
sintetiza una cadena de cDNA a partir de una cadena de RNA. En esta
reaccion se pueden emplear cebadores 1) oligo(dT), los cuales se unen a la
cola de poliA que presenta el mMRNA para que la transcripcién se lleve a cabo
por el extremo 3’, lo que enriguece la sintesis de cDNA a partir de mRNA; y/o
2) hexameros aleatorios que se unen al azar a lo largo de la cadena de RNA,
lo cual favorece la sintesis de cDNA a partir de RNA total (2).

Deteccion de la fluorescencia

Durante la reaccion, las sefiales de emision de luz se generan a traves de la
incorporacion de un agente intercalante (SYBR Green) que se inserta en el
surco menor de la doble hebra de DNA. Estas sefiales se detectan en cada
ciclo de la reaccion. Los valores de ciclo threshold (Ct), que indican el ciclo
en el cual se detect6 la fluorescencia, se procesan para la generacion de
curvas de amplificacién, que son una representacion grafica del niumero de

ciclos contra la intensidad de la fluorescencia (Figura 2) (2).

Faze de meszeta

Gen objetivo

Fase exponencial

Valor de Ct

= NTC

Figura 2. Figura de amplificacién obtenida en RT-gPCR.
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La curva de amplificacion obtenida en una RT-gPCR consta de multiples etapas y

componentes.

e Linea base. Se presenta en ciclos tempranos de la reaccion, regularmente
del 3 al 15, donde no es detectable la fluorescencia por los productos de
amplificacion.

e Fase exponencial. El nimero de copias generadas a partir del templado de
cDNA generan fluorescencia suficiente para detectarse.

e Fase lineal. Comienza a presentarse un decremento en la actividad
enzimatica.

e Fase de meseta. Representa el final de la amplificacion debido a que los
componentes de la reaccion se han agotado.

e Threshold. Punto en el que la amplificacion comienza. Este puede ser
ajustado en la region lineal de la curva de amplificacion, la cual representa el
rango logaritmico lineal detectable de la PCR.

e Valor de Ct. Es el ciclo en el cual hay un aumento significativo de la
fluorescencia.

e NTC (No Template Control). Control el cual contiene todos los componentes
de la reaccion a excepcion del templado de cDNA, es decir es un control que

no contiene muestra (2).

Para la identificacion de bacterias de interés clinico a través de RT-gPCR como
apoyo para el diagnéstico clinico, usualmente se emplean genes constitutivos, entre

los cuales destaca el gen 16S rRNA.

2.3.1.1 Gen 16S rRNA

El ribosoma es un organulo esencial cuya funcién es la sintesis de proteinas. Los
microorganismos presentan aproximadamente entre 10 000 a 20 000 ribosomas
(22). El ribosoma bacteriano (70S) consiste en dos subunidades: 50S (subunidad
grande) y 30S (subunidad pequena), presenta un coeficiente de sedimentacién de
70S, distinto al de los organismos eucariotes (80S). La subunidad 30S contiene el
16S rRNA y la subunidad 50S contiene el 5S y 23S rRNA (Figura 3) (2).
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Figura 3. Componentes del ribosoma bacteriano. Se observa al ribosoma bacteriano (70S) y las

subunidades que la conforman (30S y 50S) (2)

El gen 16S rRNA bacteriano consiste en nueve regiones hipervariables (V1-V9)
flanqueadas por secuencias conservadas, las cuales presentan tasas de evolucion
bajas, empleandose para el disefio de cebadores especie-especificos. Estas
caracteristicas permiten una considerable diversidad de secuencias entre diferentes
especies bacterianas, haciéndolo un gen candidato para identificacién de especies

bacterianas y desarrollo de estudios taxonémicos (23).

Las caracteristicas moleculares que presenta el gen 16S rRNA se pueden emplear
para la deteccion de diferentes especies en un mismo 6rgano. Esto significa que
pueden ser identificados C. acnes y H. pylori en el estbmago de pacientes con
enfermedades gastricas, evaluar su actividad metabdlica y determinar una posible

asociacion entre su presencia con el desarrollo de enfermedades gastricas.

3.Planteamiento del problema

Helicobacter pylori representa uno de los agentes etiologicos de infecciones
gastricas mas recurrentes a nivel mundial. Esta bacteria induce multiples

enfermedades gastricas crénicas. Sin embargo, estudios metagenémicos recientes
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han reportado la posible asociacion entre bacterias del estémago y el inicio y
desarrollo de enfermedades gastricas en ausencia de H. pylori, como es caso de
Cutibacterium acnes. Se ha aislado e identificado a C. acnes en el tracto
gastrointestinal de sujetos sanos vy, recientemente, en pacientes con infecciones

asociadas a la atencion de la salud y enfermedades gastricas.

Entonces, ¢ cudl es la relacion entre la presencia de C. acnes y el inicio o desarrollo
de enfermedades gastricas de pacientes diagnosticados con enfermedades

géstricas con etiologia aparente a infeccion por H. pylori?

4. Hipotesis

Si H. pylori no es identificado en pacientes con enfermedades gastricas inicialmente
diagnosticados con este agente etioldégico, entonces se esperaria encontrar
abundancias relativas dominantes de C. acnes en las muestras clinicas de estos

pacientes.

5.0bjetivos

5.1General
e Analizar la correlacion entre Helicobacter pylori y Cutibacterium acnes

en biopsias de pacientes con diferentes enfermedades gastricas.

5.2 Particulares
e Determinar la viabilidad de H. pylori y C. acnes en las muestras

analizadas.
e Relacionar la presencia de C. acnes con el tipo de enfermedad

gastrica en la que se presenta.
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é.Material y métodos

6.1 Disefo de estudio

Estudio retrospectivo transversal y descriptivo. Con el empleo de &cidos nucleicos
obtenidos a partir de biopsias gastricas parafinadas de pacientes con distintas

enfermedades gastricas.
6.2 Universo

Las biopsias gastricas parafinadas en este estudio provienen de 40 pacientes con

distintas enfermedades géstricas, cuyos diagnésticos se detallan en la Tabla 1.

Tabla 2. Diagnéstico clinico de pacientes con enfermedad gastrica inicialmente diagnosticados con

infeccion por H. pylori

Paciente Diagnéstico
1 Gastritis
Gastritis crénica leve en fondo y cuerpo
? Gastritis nodular en antro
3 Gastritis folicular inactiva sin atrofia
4 Gastritis
5 Gastritis leve
6 Gastritis cronica leve sin atrofia
7 Gastropatia reactiva en antro por reflujo biliar
8 Fondo cuerpo y antro sin alteraciones
9 Gastritis cronica leve sin atrofia
Gastritis superficial en fondo y cuerpo
0 Gastritis leve con atrofia leve en antro
11 Gastritis superficial sin atrofia en fondo, cuerpo
y antro
12 Gastritis minima en antro
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13 Gastritis en antro con actividad moderada
Gastritis superficial en cuerpo sin actividad

14 Gastritis sin atrofia en antro con actividad

moderada

15 Ga§tritis crénica_ ?on actividad queradq
asociada a infeccion por H. pylori sin atrofia

16 Gastritis cronica superficial sin actividad en

fondo, cuerpo y antro

17 Gastritis con atrofia leve en antro
Gastritis leve sin actividad en cuerpo y fondo

18 Gastritis folicular con actividad asociada a H.

pylori en antro

19 Cambios minimos en fondo, cuerpo y antro

20 Esofagitis

21 Antro con cambios minimos

22 Enteropatia

23 Gastritis cronica folicular ipactiva asociada a H.

pylori

24 Gastropatia folicular en cuerpo

25 Pangastropatia folicular

26 Gastropatia folicular en cuerpo

27 Gastropatia folicular en cuerpo

28 Pangastropatia folicular

29 Pangastropatia folicular

30 Metaplasia

31 Metaplasia

32 Metaplasia

33 Metaplasia

34 Metaplasia

35 Metaplasia

36 Metaplasia

37 Metaplasia

38 Metaplasia
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39

Metaplasia

40

Metaplasia

6.3 Materiales

En las siguientes tablas, se enlistan los materiales empleados para cada proceso

en biologia molecular.

Tabla 3. Material para desparafinacion de tejidos

Material biolégico

Reactivos

Equipo e instrumentos

e Biopsias gastricas
parafinadas

Xilol

Etanol absoluto grado
biologia molecular
(Sigma-Aldrich ®,
EUA)

Agua libre de
nucleasas o agua
tratada con DEPC
Proteinasa K (20
mg/mL)

Parrilla de
calentamiento (IKA ®)
Agitador Vortex Genie
Il Mixer (Scientific
Industries ®, EUA)

Thermoblock (Boekel
Scientific ®, EUA)

Tabla 4. Material para extraccién de acidos nucleicos

Material biolégico

Reactivos

Equipo e instrumentos

e Aislados puros de
Cutibacterium acnes

e Aislados puros de
Helicobacter pylori

e Biopsias gastricas
parafinadas

Solucién monofasica
TRIzol Reagent
(ambion ®, EUA)
Cloroformo grado
biologia molecular
(J.T.Baker, EUA)
Isopropanol grado
biologia molecular
(Sigma-Aldrich ®,
EUA)

Etanol absoluto grado
biologia molecular
(Sigma-Aldrich ®,
EUA)

Citrato de sodio 0.1 M
en etanol al 10%

Agitador Vortex Genie
Il Mixer (Scientific
Industries ®, EUA)
Microcentrifuga
(Heraeus, Alemania)
Thermoblock (Boekel
Scientific ®, EUA)
Ultracongelador
Lector de microplacas
para absorbancia
Epoch (BioTek ®,
EUA)
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e Agua libre de
nucleasas o0 agua
tratada con DEPC

Tabla 5. Material para sintesis de cDNA

Material biolégico Reactivos Equipo e instrumentos
e RNA aislado y e DNAsa I e Termociclador digital
purificado (ThermoFisher (Axygen ®, EUA).

Scientific ®, EUA)

e Agua libre de
nucleasas o tratada
con DEPC

¢ Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for
RT-gPCR
(ThermoFisher
Scientific ®, EUA)

Tabla 6. Material para PCR punto final

Material biolégico Reactivos Equipo e instrumentos
e CcDNA de cada e Agua tratada con e Termociclador digital
parafinado DEPC (Axygen ®, EUA).
e CcDNA de e PCR Master Mix e Microondas
Cutibacterium acnes (Promega ®, EUA) e Fuente de energia
e cDNA de Helicobacter e Agarosa para electroforesis
pylori e Marcador de peso e Cémara de

Cebadores para el gen
16S de Cutibacterium
acnes y Helicobacter

pylori*

molecular de 10 pb
e Amortiguador de carga
e Tris-Borato-EDTA
(0.5X)

electroforesis

Tabla 7. Material para RT-gPCR

Material biolégico

Reactivos

Equipo e instrumentos

cDNA de Helicobacter
pylori, Cutibacterium
acnes y de biopsias
parafinadas

Cebadores para el gen
16S de Cutibacterium
acnes y Helicobacter

pylori*

e (PCR SybrMaster
highROX (Jena
Bioscience ®,
Alemania)

e Agua libre de
nucleasas o tratada
con DEPC

e Termociclador de
tiempo real Agilent
AriaMx (Agilent
Technologies ®, EUA)

e Microcentrifuga
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*Los cebadores para el gen 16S rRNA de C. acnes y H. pylori se indican en la Tabla
8.

Tabla 8. Cebadores para Cutibacterium acnes y Helicobacter pylori

Gen Secuencia (5’-3’) Longitud %GC  Tamafo del
amplicon
16S rRNA de F: GCGTGAGTGACGGTAATGGGTA 22 54.5 131 pb
C. acnes (24) R: TTCCGACGCGATCAACCA
18 55.6
16S rRNA de F: TCGGAATCACTGGGCGTAA 19 52.6 76 pb
H. pylori (25) R: 27 37.03

TTCTATGGTTAAGCCATAGGATTTCAC

6.4 Métodos
6.4.1 Diagrama general de trabajo

iopsias gistricas parafinades
l

| Doopmafincion
l

Extraccion de RNA

’

Sintesis de cDNA l
Identificacién por PCR punto
! final

Identificacion por PCR punto RT-gPCR
final l

Determinacion de viabilidad y
abundancias relativas

Estandarizacion de RT-gPCR
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6.4.2 Cultivo de Cutibacterium acnes

A partir de un cultivo de C. acnes aislado de un sujeto sano y previamente
identificado por métodos moleculares, se sembraron tres placas con agar Columbia
suplementado con sangre de carnero desfibrinada por la técnica de estria cruzada.
Las placas se incubaron a 37°C durante 5 dias en condiciones de anaerobiosis. La
biomasa se colectd y resuspendio en tubos de microcentrifuga con 500 pL de TRIzol
® para extraccion y purificacion de acidos nucleicos.

6.4.3 Cultivo de Helicobacter pylori

A partir de un cultivo de H. pylori ATCC 43504 conservado en caldo Brucella a -
70°C, se sembraron dos placas con agar Columbia suplementado con sangre de
carnero desfibrinada con la técnica de goteo. Las placas se incubaron a 37°C en
condiciones de microaerofilia (5% de CO2) por 3 dias. Las colonias puntiformes se
resembraron en cuatro placas con agar Columbia suplementado con sangre de
carnero desfibrinada: dos placas se sembraron por estria cruzada y dos placas por
siembra masiva. La biomasa se recolectd y resuspendio en tubos de microcentrifuga

con 500 pL de TRIzol ® para extraccion y purificacién de acidos nucleicos.
6.4.4 Desparafinacion de biopsias gastricas

Por cada biopsia géastrica parafinada se seleccionaron 2 cortes con un grosor de 10
pm cada uno, los cuales se colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. A
cada tubo conteniendo los cortes parafinados se adicionaron 700 pL de xilol
precalentado a 50°C. Los tubos fueron homogeneizados con vortex durante 15 s.
Los tubos se incubaron a 50°C durante 5 min y se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 3 min. El sobrenadante se retir6 con micropipeta. La metodologia se repitio

una vez mas para asegurar una correcta desparafinacion.

Después de retirar el sobrenadante de xilol, se adicionaron 700 yL de etanol
absoluto grado biologia molecular. Los tubos se homogeneizaron con vortex
durante 12 s, después se centrifugaron a 10,000 rpm durante 3 min; el etanol se

retiré con micropipeta. La metodologia se repitiéo una vez mas.
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Después de retirar el sobrenadante, los tubos se incubaron a 50°C para eliminar
remanentes de etanol de las muestras. Una vez que los tejidos estuvieron
completamente secos se rehidrataron con 150 pL de agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). Al tejido rehidratado se le adicionaron 10 pL de
proteinasa K (20 mg/mL) y se incubaron a 50°C durante 5 min. Los tubos se
incubaron por segunda ocasion a 80°C durante 15 min mas. Los tubos se dejaron
enfriar a temperatura ambiente para adicionar 40 puL de agua tratada con DEPC. A
cada tejido rehidratado se le adicionaron 500 pL de TRIzol ® para extraccion y

purificacion de acidos nucleicos.

6.4.5 Extraccion de RNA

Los tubos con TRIzol ® se homogeneizaron con vortex durante 15 s y se incubaron
a temperatura ambiente durante 15 min. Se adicionaron 120 pL de cloroformo. Los
tubos se homogeneizaron hasta formar una emulsion e incubaron a temperatura
ambiente durante 15 min. Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min.
La fase acuosa se recuperé con micropipeta en 500 pL de isopropanol frio y se
incubd a -70°C durante 1 hora. Posterior a la incubacion, los tubos se centrifugaron
a 12,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se retiré6 con micropipeta. A cada
tubo se adicionaron 500 pL de etanol absoluto grado biologia molecular. Los tubos
se mezclaron gentilmente con vortex y los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 5 min. Posteriormente, se retird el etanol con micropipeta. Los tubos se
incubaron durante 15 min a 50°C para evaporar el excedente de etanol en la
muestra, evitando secar completamente el pellet de RNA. Finalmente, los pellets de

RNA se rehidrataron con 50 pL de agua tratada con DEPC.

La cuantificacion del material genético fue realizada en un lector de microplacas
para absorbancia Epoch (BioTek ®). Los resultados se reportaron en ng/uL,
adicional a la calidad del RNA obtenido de acuerdo con el indice de absorbancia
260/280.
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6.4.6 Sintesis de cDNA

El RNA purificado de cada muestra fue tratado para remocion de DNA de doble

cadena de acuerdo con las instrucciones del fabricante sefaladas en la Tabla 9:

Tabla 9. Reaccion para el tratamiento de RNA con DNAsa | (Thermo Scientific ®)

Componente Cantidad
RNA 1 ug
Amortiguador con MgCl; 1L
DNAsa | 1puL

Agua tratada con DEPC* Ve=10 pL

* DEPC: Dietilpolicarbonato

Los tubos se incubaron a 37°C durante 30 min. Después de la incubacion, a cada
tubo se adicion6 1 uL de EDTA 50 mM como agente quelante de los iones Mg?*, los
cuales son usados como cofactores de la DNAsa. La mezcla se homogeneizé

gentilmente con micropipeta y se incubé a 65°C por 10 min mas.

El RNA tratado con DNAsa | se utilizo para la sintesis de cDNA con el kit Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (ThermoFisher Scientific ®), siguiendo
las instrucciones del fabricante sefialadas en la Tabla 10:

Tabla 10. Componentes de la mezcla de reaccién para la sintesis de cDNA

Componente Cantidad (uL)
Mezcla de reaccion 4
Enzima 2
Agua tratada con DEPC* VE=20 pL

* DEPC: Dietilpolicarbonato

Los tubos se incubaron 10 minutos a 25°C seguido de 15 minutos a 50°C, para
finalmente incubar 5 minutos a 85°C.
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6.4.7 Identificacién por PCR punto final

La PCR punto final se realiz6 con la mezcla de reaccion de Promega Master Mix

(Promega ®, EUA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las condiciones utilizadas en la PCR punto final se indican en la Tabla 11.

Tabla 11. Componentes de la mezcla de reaccion PCR para Cutibacterium acnes y Helicobacter

pylori
Componente Cantidad o concentracién
PCR Master Mix Promega ® 10 L
Iniciadores
F 4 pmol/pL
(R) 4 pmol/uL
Aguatratada con DEPC VE= 20 pL

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Axygen (Agilent

Technologies ®, EUA) de acuerdo con las condiciones de reaccion (Tabla 12):

Tabla 12. Perfil térmico para PCR punto final para identificacién de Cutibacterium acnesy
Helicobacter pylori en biopsias gastricas parafinadas de pacientes con enfermedades gastricas

Paso Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 60°C 30s 30
Extension 72°C 20s
Extensién final 72°C 3 min 1

Después del proceso de amplificacién, se realizd la electroforesis de &cidos
nucleicos. Se prepard una solucion de agarosa al 4% en TBE 0.5X a la cual se
adicion6 1 pL de Midori Green por cada 10 mL de gel preparado, la cual se vertio y

solidifico en una platina para electroforesis con peine para la formacion de pozos.
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El gel de agarosa se coloc6 en una camara para electroforesis con TBE 0.5X. En el
primer pozo se coloc6 marcador de peso molecular de 10 pb. En los siguientes

pozos se coloco 1 uL de amortiguador de carga + 10 uL de cada amplicon.

Las condiciones para el corrimiento del gel fueron las siguientes: 400 mA, 80 V por

40 minutos.
6.4.8 Estandarizacion de RT-qPCR

La PCR cuantitativa se corrié con la mezcla de reaccién gPCR SybrMaster highROX
(Jena Bioscience ®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando los

iniciadores indicados en la Tabla 10.

Las condiciones de la mezcla de reaccion fueron estandarizadas, como se muestra

en las tablas 13y 14:

Tabla 13. Componentes de la mezcla de reaccion RT-qPCR para Cutibacterium acnes

Componente Cantidad o concentracién
SybrMaster highROX 7.5 pL
Iniciadores
(F 0.75 pmol/uL (1 pL)
(R) 0.75 pmol/uL (1 pL)
DMSO 8.75%
Agua tratada con DEPC Ve=15 pL

Tabla 14. Componentes de la mezcla de reaccion RT-gPCR para Helicobacter pylori

Componente Cantidad o concentracion
SybrMaster highROX 7 uL
Iniciadores
F 4 pmol/uL (1 pL)
(R) 4 pmol/pL (1 L)
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Agua tratada con DEPC Vr=14 pL

Las reacciones fueron ejecutadas en un termociclador Agilent AriaxMx de acuerdo
con las condiciones de reaccion (Tabla 15):

Tabla 15. Perfil térmico para RT- gPCR

Paso Temperatura Tiempo Numero de NUumero de
ciclos para C. ciclos para
acnes H. pylori
Activacién de la 95°C 2 min 1 1
polimerasa
Desnaturalizacion 95°C 15s
Alineamiento 60°C 20s 40 30
Extensién (deteccién 72°C 10s

de la fluorescencia)

Extension final 95°C 30s 1 1
60°C 30 s
95°C 30s

7/.Resultados

7.1 PCR punto final

Los productos de PCR fueron se analizaron en un gel de agarosa al 4%,
observandose un bandeo a 131 pb para C. acnes y 76 pb para H. pylori, como se
observa en la figura 4 y 5 respectivamente. Para cada validacion de las

determinaciones moleculares se utilizaron controles positivos y negativos.
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50 M Marcador de peso
molecular de 10 pb
CP Control positivo
10

CN Control negativo

Figura 4. Presencia y viabilidad de C. acnes en biopsias gastricas parafinadas de pacientes con
enfermedades gastricas. El gel representativo muestra los amplicones correspondientes al
fragmento amplificado del gen 16S rRNA de C. acnes (131 pb) en los pacientes de estudio. Gel de
agarosa al 4% con Midori Green. Carril 1. Paciente 7. Carril 2. Paciente 9. Carril 3. Paciente 10.
Carril 4. Paciente 11. Carril 5. Paciente 12. Carril 6. Paciente 14. CP. Cultivo puro de C. acnes
(150 ng/pL). CN. Control negativo.

pb

150

100
Marcador de peso
molecular de 10 pb

50

cpP Control positivo
10 CN Control negativo

Figura 5. Presencia y viabilidad de H. pylori en biopsias gastricas parafinadas de pacientes con
enfermedades gastricas. El gen representativo muestra los amplicones correspondientes fragmento
amplificado del gen 16S rRNA de H. pylori_(76 pb) en los pacientes de estudio. Gel de agarosa al
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4% con Midori Green. Carril 1. Paciente 17. Carril 2. Paciente 19. Carril 3. Paciente 20. Carril 4.
Paciente 21. Carril 5. Paciente 22. CP. Cultivo puro de H. pylori_(150 ng/pL). CN. Control negativo

C. acnes estuvo presente en 72.5% de las muestras analizadas por PCR punto final.

Por otro lado, H. pylori se encontrd ausente en el 100% de estas muestras (Figura

6).

A.Cutibacterium acnes A.Helicobacter pylori

Negativo
100% (40

Negativo
27.5% (11 pacientes)
pacientes)
72.5% (29
pacientes)
Positivo

Figura 6. Frecuencia de C. acnes y H. pylori_en biopsias gastricas parafinadas de pacientes con
enfermedades gastricas. El grafico muestra A muestra la frecuencia de C. acnes en las muestras
de este estudio. El grafico B muestra ausencia de H. pylori en todos los pacientes analizados en

este estudio.

7.2 RT-gPCR

A partir de 5 concentraciones especificas de cDNA (Tabla 18), se obtuvieron las
siguientes curvas de amplificacion (Figura 7), donde se identifica el inicio de la
fluorescencia en ciclos especificos y asi obtener el Ct correspondiente a cada

concentracion.
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Figura 7. Curvas de amplificacion obtenidas con cDNA de C. acnes. Cada concentracion se
muestra por triplicado. A. 75 ng/uL B. 37.5 ng/uL C. 18.75 ng/uL D. 9.375 ng/uL E. 4.6875

A partir de 4 concentraciones especificas de cDNA de H. pylori se obtuvieron las
siguientes curvas de amplificacion:

Fluorescence (4R
N

=]

=]

5 10 15 20
Cycles

Figura 8. Curvas de amplificacion obtenidas con cDNA de H. pylori. Cada concentracion se
muestra por triplicado. A. 100 ng/uL B. 10 ng/uL C. 1 ng/pL D. 0.1 ng/pL

Cada reaccién de RT-gPCR fue realizada por triplicado, se obtuvieron tres valores
de Ct por concentracion empleada (Figura 9). En la figura se detallan los valores de
desviacion estandar por punto a graficar para detectar tendencias de dispersion a
medida que las concentraciones aumenten o disminuyan. Cada Ct obtenido fue
graficado contra el logaritmo de la concentracibn de cDNA empleada para la

construccion de curvas estandar para cada microorganismo.
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Curva estandar de cDNA Cutibacterium acnes

29.5

29

R2=0.9239
282 %E=106.64
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23.5
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Log ng de cDNA

Figura 9. Curva estandar de Cutibacterium acnes. Construccién de la curva estdndar de C. acnes
por gRT-PCR. Se emplearon cinco concentraciones con factor de dilucion 1:2 (75, 37.5, 18.75,
9.375, 4.6875 ng/pL).
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Curva estandar de cDNA Helicobacter pylori
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Figura 10. Curva estandar de Helicobacter pylori. Construccion de la curva estandar de H. pylori

por gRT-PCR. Se emplearon cuatro concentraciones con factor de dilucién 1:10 (100,10,1, 0.1

ng/pL).

Después de construir las curvas estandar, se obtuvieron las ecuaciones de la recta
correspondientes para cada microorganismo, para evaluar la eficiencia (E) de cada

una de las reacciones, de acuerdo con la formula 1:

E =10"/m (1)

Donde:
E=eficiencia de la reaccion
m=pendiente de la curva estandar

Las ecuaciones de la recta correspondientes a cada microorganismo son las

correspondientes ala 2y 3.
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e Cutibacterium acnes
y = —3.5734x + 31.208 (2)
Donde:
y=Ct
x=Log de ng de cDNA de C. acnes

e Helicobacter pylori
y = —3.269x + 16.792 (3)
Donde:
y=Ct
x=Log de ng de cDNA de H. pylori

A partir de las ecuaciones 2 y 3 se obtuvieron los valores del log de la concentracion
de cDNA en ng/uL del microorganismo correspondiente, posterior a ello se realizo
el tratamiento matematico correspondiente (Tabla 23) para obtener el nimero de
copias por uL (Tabla 16) utilizando la ecuacion namero 4.

ECt (4)

Donde:
E=Eficiencia de la reaccion

Tabla 16. Numero de copias de cDNA por microorganismo en pacientes con enfermedad

gastrica
Paciente Cutibacterium acnes Helicobacter pylori
Ct ng/uL de Copias/uL Ct ng/uL de Copias/puL
cDNA cDNA
1 27.21 13.0485 9.46E+0Q7 N/A N/A N/A
2 29.33 2.8009 3.95E+08 N/A N/A N/A
3 24.85 72.3562 1.92E+07 N/A N/A N/A
4 29.88 1.8790 5.73E+08 N/A N/A N/A
5 28.52 5.0422 2.29E+08 N/A N/A N/A
6 27.97 7.5161 1.58E+08 N/A N/A N/A
7 25.04 63.0353 2.19E+0Q7 N/A N/A N/A
8 29.01 3.56332 3.19E+08 N/A N/A N/A
9 27.11 14.0308 8.84E+07 N/A N/A N/A
10 25.63 41.0776 3.26E+07 N/A N/A N/A
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11 25.57 42.9060 3.13E+07 N/A N/A N/A
12 28.79 4.1449 2.75E+08 N/A N/A N/A
13 27.3 12.2233 1.00E+08 N/A N/A N/A
14 28.87 3.9111 2.90E+08 N/A N/A N/A
15 28.78 4.1751 2.73E+08 N/A N/A N/A
16 28.53 5.0058 2.30E+08 N/A N/A N/A
17 27.26 12.5834 9.78E+Q7 N/A N/A N/A
18 28.53 5.0058 2.30E+08 N/A N/A N/A
19 28.53 5.0058 2.30E+08 N/A N/A N/A
20 28.28 6.0017 1.95E+08 N/A N/A N/A
21 28.34 5.7460 2.03E+08 N/A N/A N/A
22 28.47 5.2286 2.21E+08 N/A N/A N/A
23 27.95 7.6260 1.56E+08 N/A N/A N/A
24 26.21 26.9636 4.82E+07 13.44 10.6021 1.29E+04
25 25.8 36.3093 3.65E+07 13.75 8.5224 1.61E+04
26 24.25 111.8425 1.28E+07 12.53 20.1262 6.81E+03
27 24.66 83.0552 1.69E+07 13 14.4540 9.48E+03
28 23.62 176.6829 8.38E+06 13.26 12.0352 1.14E+04
29 N/A N/A N/A 13.4 10.9050 1.26E+04
30 30.69 1.0438 9.90E+08 N/A N/A N/A
31 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
32 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
33 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
34 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
35 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
36 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
37 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
38 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
39 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
40 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Ct: Ciclo threshold Gastritis

cDNA: DNA complementario

N/A: No aplica

37

Gastropatias

Alteraciones no significativas

Metaplasia




Con base al numero de copias obtenido de cada microorganismo, considerando
como el 100% a la suma de ambas se obtuvieron las abundancias relativas de la
siguiente manera:

Numero de copias de C.acnes

- - 7 . -X 100%
Numero de copias de C.acnes + Numero de copias de H.pylori
= Abundancia relativa de C.acnes
Numero de copias de H.pylori
P Py x 100%

Numero de copias de C.acnes + Numero de copias de H.pylori
= Abundancia relativa de H.pylori

En la Figura 11 se observa la abundancia relativa del nimero de copias observadas
para los microorganismos de estudio. Donde hay una sobreabundancia de C. acnes
aun en los pacientes 26-28, donde hay presencia de H. pylori.
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Figura 11. Abundancia relativa de C. acnes y H. pylori en pacientes con enfermedades géastricas. En pacientes (24-29) con gastropatias se
observa la presencia de ambos microorganismos. Mientras que en los pacientes 1- 23 se observan abundancias relativas dominantes de C.

acnes. En pacientes con metaplasia (30-40) no se observa la presencia de ninguno de los microorganismos estudiados.
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La Figura 12 presentan las abundancias relativas por enfermedad. La Figura 12A
detalla la presencia exclusiva de C. acnes en gastritis. Como se observa en la misma
figura, no se encontraron secuencias representativas de H. pylori. Caso similar se
presentd en los pacientes con alteraciones no significativas observado en la Figura
12C.

Por el contrario, ambos microorganismos se encontraron en los pacientes con
gastropatias (Figura 12B). Sin embargo, el numero de copias de H. pylori fue
determinado <1%, en comparaciéon con C. acnes, que presentdé abundancias

relativas >99%.

Finalmente, en los pacientes con metaplasia intestinal (Figura 12D) no se observo
la presencia de ninguno de los microorganismos estudiados a excepcion del

paciente 30, con presencia exclusiva de C. acnes.
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Figura 12. Abundancias relativas de C. acnes y H. pylori ordenadas por enfermedad. A. Pacientes
con gastritis con diferentes niveles de dafio; se observa una total dominancia de C, acnes, asi
como total ausencia de H. pylori. B. Pacientes con gastropatia en diferentes ubicaciones del
estébmago; se observa presencia de H. pylori pero adn con una abundancia dominante de C. acnes.
C. Pacientes con diferentes niveles de dafio en tejido gastrico, se observa una abundancia
dominante solo de C. acnes. D. Pacientes con metaplasia; se observa solo abundancia dominante
total de C. acnes en el paciente 30, en los pacientes restantes hay una ausencia total de ambos

microorganismaos.
7.3 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 25. Se realiz6 un andlisis para obtener el tipo de
distribucion de los datos de estudio, a través de la prueba de Shapiro-Wilk (Tabla
17).

Tabla 17. Significancia para la prueba de Shapiro-Wilk

Estadistico Significancia

Nimero de copias de 0.713 0.000

Cutibacterium acnes
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Numero de copias de 0.452 0.000
Helicobacter pylori

Al tener una p < 0.05 se concluyé que los datos no siguen una distribucion normal.

La relacién de los valores de numero de copias por microorganismo de estudio se
analizé con la prueba de Mann Whitney (U) bajo un intervalo de confianza del 95%.
Al presentar un valor p < 0.05 (Tabla 18), se rechaza la hipétesis de que numero de
copias es similar para ambos microrganismos. Por lo que se acepta que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre el nimero de copias entre C. acnesy

H. pylori.

Por lo tanto, la diferencia entre el nUmero de copias de ambos microorganismos es

mayor de lo esperado y hay factores que influyen en dicha diferencia.

Tabla 18. Significancia del nimero de copias de C. acnes y H. pylori por la prueba de
Mann Whitney (U).

Metrica Microorganismo
Cutibacterium acnes Helicobacter pylori
n 29 6
Mediana 157,942,606.40 11,973.67
P25 36,511,873.51 9478.76
P75 230,486,322.70 12,922.57
p <0.001

n= tamafo de muestra
p= valor de p

P25= percentil 25
P75= percentil 75
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Pacientes con gastropatia

Por otro lado, H. pylori presenté secuencias representativas en pacientes con
gastropatias. Por ello también se determino la significancia de la presencia de
ambos transcritos en pacientes con gastropatia, a través de la prueba de Mann-
Whitney (Tabla 19). Al presentar un valor p < 0.05 se determind que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre el nimero de copias entre C. acnesy
H. pylori a pesar de la presencia de ambos microorganismos en el grupo de
pacientes con gastropatias. Con una presencia dominante de C. acnes.

Tabla 19. Significancia para la prueba de U de Mann Whitney del nimero de copias de C.
acnes y H. pylori en el grupo de pacientes diagnosticados con gastropatia.

Medida Microorganismo
Cutibacterium acnes Helicobacter pylori
Mediana 16,915,313.11 11,383.78
P25 8,383,738.74 6807.32
P75 36,511,872.51 12,922.57
p 0.017

n=tamafo de muestra
p= valor de p

P25= percentil 25
P75= percentil 75

Numero de copias de C. acnes por enfermedad

Finalmente, se determind la significancia estadistica de la presencia de C. acnes y
H. pylori en las enfermedades de estudio, a través de la prueba de Kruskal-Wallis
(Tabla 20). Al tener una p < 0.05 se determin6 una diferencia estadisticamente
significativa entre el nUmero de copias de C. acnes en las 4 enfermedades gastricas,

en comparacion con la presencia de H. pylori.
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Tabla 20. Significancia para la prueba de Kruskall-Wallis del nimero de copias de C.
acnes en enfermedades gastricas.

Medida Enfermedad
Gastritis Gastropatias Alteraciones no Metaplasia
significativas

Mediana 157,942,606.40 19,388,023.30 221,339,080.30 <1
P25 94,564,890.45 12,826,312.73 202,746,241.91 <1
P75 272,850,376.48 36,511,872.51 230,486,321.70 <1

p <0.001
p=valor de p

P25= percentil 25
P75= percentil 75
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8.Discusion

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo asociado a enfermedades gastricas.
Sin embargo, dichas enfermedades van mas alla de la relaciéon con un solo agente
etiologico. Por otra parte, Cutibacterium acnes es un bacilo Gram positivo que, a
pesar de presentar multiples beneficios en la piel, es conocido por ocasionar acné
bajo condiciones disbidticas y que recientemente ha sido encontrado en pacientes
con enfermedades gastricas, como gastritis, gastropatia, metaplasia y cancer

gastrico.

En el presente trabajo, todos los pacientes estudiados fueron diagnosticados con
distintas enfermedades gastricas y alteraciones histolégicas no significativas, con
base en la clasificacién de Sydney. Aunque varios estudios han determinado una
asociacion de la infeccion por H. pylori con el desarrollo de las enfermedades
anteriormente mencionadas (26), en los resultados obtenidos, C. acnes presenté
abundancias relativas dominantes en pacientes con gastritis y alteraciones no
significativas. Sin embargo, H. pylori fue determinado como ausente en pacientes
con estas alteraciones histologicas, con excepcion de los pacientes diagnosticados
con gastropatias. A pesar de ser negativos a infeccién por H. pylori, algunos
pacientes se habian diagnosticado con esta infeccién. Por ello, se sugiere
considerar las diferentes técnicas para identificacion de esta bacteria y facilitar su

diagnéstico.

La identificacion de H. pylori para el apoyo en el diagndstico clinico puede realizarse
por varios métodos. El uso de estos métodos depende del entorno clinico de cada
paciente, ya que cada una de las pruebas presenta variaciones en sensibilidad y
especificidad, principalmente asociadas al grado de invasion para el paciente. El
desarrollo de diferentes métodos para el diagndstico de H. pylori puede representar
ventajas y desventajas. La mayoria de estos métodos presentan indices de falsos
positivos y/o negativos. La prueba de aliento para urea, considerada no invasiva, ha
mostrado un indice alto de falsos negativos. En el estudio realizado por Best LMJ,

et al (27), determinaron una incidencia entre 52 a 146 falsos negativos por cada
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1000 pacientes de estudio. Estos resultados pueden deberse al uso y abuso en el
consumo de inhibidores de la bomba de protones (IBPs), antimicrobianos y en
aguellos que presentan gastritis cuerpo-predominante, estos farmacos inhiben la
secrecion de 4cido y la actividad de la ureasa, considerada un factor de virulencia
necesario para el establecimiento de esta bacteria en el microambiente géastrico. Por
otro lado, la accion de los IBPs induce un ambiente disbiotico, lo que, resulta en la
reduccion de la carga microbiana en el 6rgano, aumentando la posibilidad de falsos
negativos y la no deteccion de infecciones activas. La prueba rapida de ureasa
(RUT), que detecta esta enzima a partir de biopsias gastricas, presenta falsos
positivos, aunque los tejidos analizados estén libres de H. pylori se ha reportado
microbiota gastrointestinal con actividad urealitica, como Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Citrobacter freundii y Enterobacter cloacae (28).
Adicionalmente, también se han reportado falsos negativos principalmente
asociados a una carga microbiana significativamente baja por el abuso de
antibioticos e IBPs (29).

La prueba de antigeno en heces también se ve influenciada por factores endégenos,
como la presencia de Ulceras sangrantes y factores ambientales, como el abuso de
IBPs y manipulacién de las muestras de heces, ya que si esta no es la adecuada
puede afectar a la integridad de la muestra ocasionando falsos negativos. Las
pruebas de deteccion de anticuerpos presentan la ventaja de no verse afectadas
por los factores anteriormente mencionados. aspectos gastrointestinales o el uso de
medicamentos IBPs y antimicrobianos. Sin embargo, estas pruebas no presentan la
sensibilidad y/o especificidad necesaria para diferenciar entre una infeccion aguda
0 cronica (29).

Los examenes histopatoldgicos permiten, a través de un estudio endoscépico, la
clasificacion de dafio histologico. Estos estudios complementan el diagndstico
clinico de enfermedades infecciosas gastricas en las que la presencia de H. pylori
se considera como agente etiol6gico autolimitante. La deteccion de esta bacteria se
realiza por tinciones de rutina (como hematoxilina y eosina, Giemsa, azul de

toluidina, naranja de acridina, McMullen, Romanowski e inmunohistoquimica)
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gracias a su alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo, en ocasiones H. pylori
suele no ser identificado por estas pruebas diagndsticas invasivas, lo cual ha
permitido cuestionar el papel de la microbiota nativa en el inicio y desarrollo de estas
enfermedades. A pesar de que H. pylori es considerado un microorganismo de alta
prioridad por la OMS, recientemente se ha descartado su papel como patégeno en
pacientes diagnosticados con enfermedades gastricas y libres de la infeccién con

este microorganismo (30).

A través de evaluacién histopatologica, que es considerada estandar de oro para
diagnéstico de H. pylori, todos los sujetos de estudio presentaron sintomatologia y
alteraciones histolégicas asociadas a infeccién por H. pylori, sin embargo, fueron
determinados H. pylori negativos por PCR en tiempo real. A pesar de que la
identificacion de inflamacion inespecifica de la mucosa gastrica esta directamente
relacionada a la presencia de H. pylori muchas veces el diagndstico presenta una
baja especificidad, como la identificacion género o especie-especifica de formas
bacilares de Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Proteus mirabilis, que
pueden ser facilmente confundidas con H. pylori (31). Por ello, es necesario
estandarizar técnicas que demuestren un alto porcentaje de sensibilidad y
especificidad para interpretar los resultados obtenidos y complementar el

diagnéstico clinico, como la RT-gPCR (29).

A pesar de que la deteccidén de H. pylori por PCR en tiempo real es un método
invasivo, ya que involucra el uso de muestras biolégicas gastricas ha demostrado
una especificidad y sensibilidad cercana al 100%, con la capacidad para detectar
infecciones ocultas (29).

La cuantificacion de material genético por RT-gPCR es una técnica ampliamente
utilizada en la que puede emplearse DNA o RNA. Sin embargo, el uso de DNA
presenta algunas desventajas, como: 1) la eficiencia de la reaccion, dependiente
del tipo de extraccion utilizado, ya que una mala extraccién puede resultar en
posibles falsos negativos; 2) contaminaciones, el uso de muestras biologicas para
diagnéstico clinico involucra el arrastre de microbiota nativa, adicional a los

protocolos de esterilizacion de material quirargico para endoscopia, que Ssi ho se
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procesa adecuadamente, inducen contaminacién cruzada inter-sujeto, lo que influye
de manera directa en el diagndstico clinico del paciente (32); 3) la no distincién de
organismos metabdlicamente activos durante la toma de muestra (33). Para definir
la presencia y actividad metabolica de C. acnes y H. pylori durante el estado de
enfermedad y sintomatologia de los pacientes de estudio, se empled RNA total. Se
ha observado en estudios metagenomicos que el empleo de DNA no garantiza que
los perfiles microbianos correspondan a células metabdlicamente activas. Por tal
motivo, al emplear RNA, se estd determinando el niumero de transcritos de un
microorganismo especifico, lo que puede ser interpretado como sinénimo de

actividad metabdlica presente durante un proceso infeccioso (33).

Durante un estudio endoscoépico para evaluacién histopatolégica, se pueden
presentar alteraciones no significativas, que pueden incluir cambios minimos en el
tejido gastrico del fondo y cuerpo del estbmago. Estas alteraciones histologicas son
consideradas reversibles debido al nivel de dafio. C. acnes fue considerado
dominante en pacientes con estas alteraciones, sugiriendo que su presencia en
estadios tempranos de la enfermedad puede contribuir al completo desarrollo de la

enfermedad.

La gastritis, tanto aguda como cronica, por afios ha sido atribuida a la infeccién por
H. pylori. Los pacientes incluidos en el estudio actual presentan diferentes tipos de
gastritis (folicular, nodular, atrofica y no atréfica), las cuales presentan alteraciones
histoldgico-especificas, como infiltrados celulares (monocitos y linfocitos), formacién
de foliculos linfoides con centro en la mucosa gastrica (34), pérdida de glandulas e
inflamacion crénica. Estas alteraciones inducen cambios significativos en el
microambiente gastrico, incluyendo las comunidades bacterianas nativas organo-

especificas (35, 36).

Las comunidades bacterianas gastricas presentan dominancia por los filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Fusobacteria, que
principalmente presentan funciones relacionadas con la regulacién del crecimiento
bacteriano. Sin embargo, se ha reportado que, en un microambiente no regulado,

como un érgano bajo un estado disbiético por cambios en la acidez del estbmago y

49



moco gastrico (5), generalmente hay eventos de colonizacion en el tejido géstrico
por microorganismos que inicialmente no sobrevivirian en un entorno regulado,
como especies de los géneros Actinomyces, Corynebactreium, Haemophilus,
Streptococcus, Staphylococcus y la especie recientemente descrita en estbmago
Cutibacterium acnes (37).

C. acnes presenta multiples caracteristicas que le permiten adaptarse a su entorno.
Estas caracteristicas incluyen a la formacion de biopelicula, capacidad de crecer y
tolerar cantidades limitadas de oxigeno (38). También se ha demostrado la
capacidad de esta bacteria como productora de nitrato reductasa, para formacion
de N-nitrosaminas (N-NA), producto involucrado en el inicio y desarrollo de
enfermedades gastricas (37). Los nitratos se encuentran presentes en los alimentos
gue se consumen de manera cotidiana. Son utilizados como aditivos en carnes
procesadas, por lo que este compuesto puede encontrarse facilimente en el
estbmago (39). Las bacterias reductoras de nitratos como C. acnes reducen el
sustrato por accion de la enzima nitrato reductasa. C. acnes emplea el nitrato como
aceptor final de electrones para produccion de nitritos y ATP (40). EI nitrito
reacciona con aminas secundarias para finalmente formar N-nitrosaminas (N-NA),
factor importante para el desarrollo de enfermedades gastricas, especialmente
cancer gastrico. Por ello, se sugiere en este estudio la posible contribucién del
metabolismo de C. acnes en el avance de la enfermedad gastrica, adicional al estilo
de vida del hospedero (41).

C. acnes produce citocinas proinflamatorias como la interleucina 15 (IL-15), que esta
presente en altas concentraciones en la mucosa gastrica de pacientes con gastritis
(17). Este biomarcador se ha identificado en altos niveles en presencia de C. acnes,
sugiriendo a esta bacteria como posible agente causal de gastritis. Por lo tanto, en
el estudio actual C. acnes puede contribuir al desarrollo de la gastritis aun en

ausencia de H. pylori (42).

Los pacientes diagnosticados con gastropatias también presentan dafio en la
mucosa gastrica, pero sin los componentes inflamatorios caracteristicos de la

gastritis ademas de la presencia de tejido regenerativo. Esta enfermedad, a pesar
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de no ser 100% atribuible a la presencia de H. pylori, es considerada un riesgo para
el establecimiento y colonizacion por esta bacteria para desarrollo de ulceraciones
(43).

De acuerdo con los resultados, la presencia de C. aches y H. pylori fue positiva pero
variable, ya que C. acnes presento una sobreabundancia >99%. A pesar de que la
presencia de H. pylori en los pacientes con gastropatia implica una alteracion de la
composiciéon y funcion de la microbiota gastrica al presentar abundancias relativas
>90%, el estudio actual demuestra que C. acnes es capaz de sobrecrecer en un

entorno disbiotico (44).

Existe evidencia de que en pacientes H. pylori positivos, la abundancia relativa de
C. acnes presenta un maximo de 3.1% en comparacién con pacientes H. pylori
negativos donde se han determinado > 46.8%. En el presente estudio, los pacientes
con gastropatias presentaron presencia de ambos microorganismos, sin embargo,
la diferencia entre las abundancias relativas de C. acnes de pacientes H. pylori
negativos y H. pylori positivos no fue significativa, ya que, el nimero de copias
determinado para C. acnes fue similar en ambos casos, por lo que la presencia de

C. acnes no se ve directamente relacionada con la presencia de H. pylori (45).

El tejido regenerativo, de acuerdo con la cascada de Correa suele transicionar a
tejido metaplasico intestinal. Esta transicion involucra un cambio histologico
importante, ya que, hay reemplazo de tejido mucosal gastrico por tejido epitelial
intestinal. Los pacientes con metaplasia presentan ausencia de C. acnesy H. pylori
(46).

Durante la transicién de epitelio gastrico sano a tejido metaplasico se presenta
pérdida de células parietales, y ausencia de células secretoras de enzimas
digestivas. Las células metaplasicas también expresan un polipéptido espasmaodico
(SPEM) (47) con sobreproduccion de moco que contiene mucina 6 (Muc6) y el
péptido TFF2. (48) La interaccidn de estas moléculas permite la estabilizacion de la

mucosa gastrica, mientras que disminuye la capacidad de colonizacion por H. pylori
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debido a que la mucina tiene un efecto contra H. pylori. En concentraciones

habituales de Muc6, H. pylori puede inhibir la produccion de esta molécula debido a

la liberacion de ureasa al medio extracelular. La liberacion de esta enzima basifica
el pH del microambiente gastrico, induciendo la licuefaccién de la mucina. Esta
situacién no sucede en un entorno de metaplasia, lo que explica la ausencia de H.

pylori en las muestras de los pacientes con esta enfermedad (49).

El estudio comparativo de Li Q et al, determind las caracteristicas entre
comunidades microbianas de sujetos sanos y pacientes con cancer gastrico. Los
autores determinaron una sobreabundancia de C. acnes en pacientes con esta
enfermedad, especialmente en pacientes con cancer gastrico H. pylori negativos.
Sin embargo, C. acnes estuvo ausente en casi todos los pacientes con metaplasia

al igual que los pacientes de este estudio (14).

Esta ausencia puede deberse a las alteraciones microambientales en tejido
metaplasico, que pueden disminuir la diversidad y riqueza de especies, incluso
inhibir el crecimiento de algunos microorganismos de acuerdo con el avance en la
enfermedad (50).

Actualmente, existen reportes escasos de enfermedades gastricas inducidas por
bacterias no H. pylori. La informacion de estos microorganismos y sus posibles
mecanismos asociados a dafio histolégico son limitados. Por ello, es importante
elucidar las caracteristicas de C. acnes bajo el estado de salud/enfermedad del

hospedero, para determinar su papel en el microbioma humanao.

9.Conclusiones

En conclusion, los resultados obtenidos indican lo siguiente:

e Lapresencia de C. acnes en el estdbmago no es dependiente de la presencia
de H. pylori.
e Se demostro una correlacion entre la presencia de C. acnes y el desarrollo

de enfermedades gastricas.
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e El microambiente gastrico especifico en cada enfermedad gastrica es

determinante para los microorganismos que se encuentran presentes.
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10. Perspectivas

El papel de H. pylori en las enfermedades géstricas ha sido investigado desde el
descubrimiento de esta bacteria. Sin embargo, la presencia de otras bacterias en el

estbmago y su papel como patdégenos no ha sido tan ampliamente estudiada.

Cutibacterium acnes es una bacteria estudiada por su importancia en la microbiota
de la piel, pero su presencia no se limita a este 6rgano. Debido a sus caracteristicas,
es un microorganismo que puede verse involucrado en la patogenicidad en el sitio
anatomico donde se encuentre. Es por eso de la importancia del estudio de su
comportamiento; esta investigacion puede continuarse utilizando las mismas
técnicas de biologia molecular, empleando genes que codifiquen para los factores
de virulencia que posee el microorganismo. De esta manera, si estos genes son
expresados en el estbmago, se tendria una visidbn mas completa acerca del papel

de C. acnes en las distintas enfermedades géstricas.

54



11. Referencias

10.

Cristina Moreno del Castillo M, Valladares-Garcia J, Halabe-Cherem J.
Microbioma humano. 2018; 61.

Clark DP, Pazdernik NJ, McGehee MR. Molecular biology. Mol Biol; 1-1006.

Alarcon T, Llorca L, Perez-Perez G. Impact of the Microbiota and Gastric
Disease Development by Helicobacter pylori. Curr Top Microbiol Immunol.
2020;400:253-75.

Dagnelie MA, Corvec S, Khammari A, Dréno B. Update on Cutibacterium

acnes. Updates in Clinical Dermatology. Springer. 2021.

Huether SE. Estructura y funcion del aparato digestivo. En: Fisiopatologia
Bases bioldgicas de la enfermedad en adultos y nifios. 8a ed. México: Editorial
Medica Panamericana; 2020. p. 1293-315.

Gravina AG, Zagari RM, De Musis C, Romano L, Loguercio C, Romano M.
Helicobacter pylori and extragastric diseases: A review. World J
Gastroenterol. 2018; 24(29):3204-21.

De Brito BB, Da Silva FAF, Soares AS, Pereira VA, Cordeiro Santos ML,
Sampaio MM, et al. Pathogenesis and clinical management of Helicobacter
pylori gastric infection. World J Gastroenterol. 2019;25(37):5578.

Jiang |, Yong PJ, Allaire C, Bedaiwy MA. Intricate Connections between the
Microbiota and Endometriosis. Int J Mol Sci. 2021;22(11).

Otuya DO, Verma Y, Farrokhi H, Higgins L, Rosenberg M, Damman C, et al.
Non-endoscopic biopsy techniques: a review. Expert review od
Gastroenterology & Hepatology. 2017;12(2):109-17.

Sipponen P, Price AB. The Sydney System for classification of gastritis 20
years ago. Journal of Gastroenterology and Hepatology (Australia).
2011;26(SUPPL. 1):31-4.

55



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Senocak Tascl E, Akbas T, Tas¢l ES. The Relationship between the Sydney
Classification and the First-Line Treatment Efficacy in Helicobacter-
Associated Gastritis Highlights of the Study. Clinica Médica Princ. 2020;
29(6):551-557.

Rollan A, Cortés P, Calvo A, Araya R, Bufadel E, Gonzélez R, etal.
Diagnostico precoz de cancer gastrico. Propuesta de deteccion y seguimiento
de lesiones premalignas gastricas: protocolo ACHED Recommendations of
the Chilean association for digestive endoscopy for the management of gastric
pre-malignant lesions. Rev Med Chile. 2014;142:1181-92.

Villalobos Pérez J de J. Principios de Gastroenterologia. 4a ed. México:
Méndez Editores; 2015.

Li Q, Wu W, Gong D, Shang R, Wang J, Yu H. Propionibacterium acnes
overabundance in gastric cancer promote M2 polarization of macrophages via
a TLR4/PI3K/Akt signaling. Gastric Cancer. 2021;24(6):1242-53.

Briggemann H, Salar-Vidal L, Gollnick HPM, Lood R. A Janus-Faced
Bacterium: Host-Beneficial and -Detrimental Roles of Cutibacterium acnes.
Front Microbiol. 2021;12.

Rozas M, Hart De Ruijter A, Fabrega MJ, Zorgani A, Guell M, Paetzold B, et al.
From Dysbiosis to Healthy Skin: Major Contributions of Cutibacterium acnes
to Skin Homeostasis. Microorganisms. 2021; 9(3):628.

Neranjan Gunathilake M, Lee J, Choi J, Kim YI, Ahn Y, Kim J. Association
between the relative abundance of gastric microbiota and the risk of gastric

cancer: a case-control study. Sci Rep. 2021; 11: 21669.

Boisrenoult P. Cutibacterium acnes prosthetic joint infection: Diagnosis and
treatment. Orthopaedics & Traumatology: Surgery & Research. 2018; 104:19—
24,

56



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Tamay de Dios L, Ibarra C, Velasquillo C. Fundamentos de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y de la PCR en tiempo real. Investigacion en
discapacidad. 2013;2(2):70-8.

Green MR, Sambrook J. Analysis of DNA by Agarose Gel Electrophoresis.
Cold Spring Harb Protoc. 2019; (1):6-15.

Rocha DJPG, Castro TLP, Aguiar ERGR, Pacheco LGC. Gene Expression
Analysis in Bacteria by RT-gPCR. Methods Mol Biol. 2020;2065:119-37.

Martin A, Bejar V, Gutierrez JC, Llagostera M, Quesada E. Microbiologia
esencial. Madrid, Espafa: Editorial Medica Panamericana; 2019.

Chakravorty S, Helb D, Burday M, Connell N, Alland D. A detailed analysis of
16S ribosomal RNA gene segments for the diagnosis of pathogenic bacteria.
J Microbiol Methods. 2007;69(2):330-9.

Miura Y, Ishige I, Soejima N, Suzuki Y, Uchida K, Kawana S, et al. Quantitative
PCR of Propionibacterium acnes DNA in samples aspirated from sebaceous
follicles on the normal skin of subjects with or without acne. J Med Dent Sci.
2010;57(1):65-74.

Roshdy T, Saleh SA, Abass N, Bassiouny K, Khalil H. Disturbing intracellular
replication of Helicobacter pylori by sorafenib treatment in-vitro. African
Journal of Biological Sciences. 2021;17(1):285-95.

Wang F, Meng W, Wang B, Qiao L. Helicobacter pylori-induced gastric
inflammation and gastric cancer. Cancer Lett. 2014;345(2):196—-202.

Best LMJ, Takwoingi Y, Siddique S, Selladurai A, Gandhi A, Low B, et al. Non-
invasive diagnostic tests for Helicobacter pylori infection. Cochrane Database
Syst Rev. 2018;2018(3).

Osaki T, Mabe K, Hanawa T, Kamiya S. Urease-positive bacteria in the
stomach induce a false-positive reaction in a urea breath test for diagnosis of
Helicobacter pylori infection. J Med Microbiol. 2008;57(7):814-9.

57



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Ansari S, Yamaoka Y. Helicobacter pylori Infection, Its Laboratory Diagnosis,
and Antimicrobial Resistance: a Perspective of Clinical Relevance. Clin
Microbiol Rev. 2022;35(3).

Patogenos multirresistentes que son prioritarios para la OMS - OPS/OMS |
Organizacion Panamericana de la Salud [Internet]. [citado el 3 de noviembre
de 2023]. Disponible en: https://www.paho.org/es/noticias/4-3-2021-

patogenos-multirresistentes-que-son-prioritarios-para-oms

Skrebinska S, Megraud F, Daugule I, Santare D, Isajevs S, Liepniece-Karele
I, etal. Who Could Be Blamed in the Case of Discrepant Histology and
Serology Results for Helicobacter pylori Detection?. Diagnostics.
2022;12(1):133.

Lima A, Franca A, Muzny CA, Christopher -, Taylor M, Cerca N. MINI-REVIEW
DNA extraction leads to bias in bacterial quantification by gqPCR. Appl
Microbiol Biotechnol. 2023;1:3.

Xaio H, Gillespie SH. Using RT gPCR for Quantifying Mycobacteria marinum
from In Vitro and In Vivo Samples. Methods Mol Biol. 2018;1736:137-45.

Relacion entre Histologia y Prueba de Aliento Cuantitativa en Gastritis
Folicular (Helicobacter pylori). Gen. 2012; 66(3): 166-170.

Okamoto K, Kodama M, Mizukami K, Okimoto T, Abe H, Ogawa R, et al.
Immunohistochemical differences in gastric mucosal damage between
nodular and non-nodular gastritis caused by Helicobacter pylori infection. J
Clin Biochem Nutr. 2021;69(2):216.

Rodriguez-Castro Kl, Franceschi M, Noto A, Miraglia C, Nouvenne A, Leandro
G, etal. Clinical manifestations of chronic atrophic gastritis. Acta Bio
Medica.2018; 89(Suppl 8):88.

Stewart OA, Wu F, Chen Y. The role of gastric microbiota in gastric cancer.
Gut Microbes. 2020; 11(5): 1220-1230.

58



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Mayslich C, Grange PA, Dupin N, Briggemann H. Cutibacterium acnes as an
Opportunistic Pathogen: An Update of Its Virulence-Associated Factors.
Microorganisms. 2021; 9(2):303.

Song P, Wu L, Guan W. Dietary Nitrates, Nitrites, and Nitrosamines Intake and
the Risk of Gastric Cancer: A Meta-Analysis. Nutrients. 2015; 7(12):9872-95.

Altemani F, Barrett HL, Callaway LK, Mcintyre HD, Nitert MD. Reduced
Abundance of Nitrate-Reducing Bacteria in the Oral Microbiota of Women with
Future Preeclampsia. Nutrients. 2022; 14(6): 1139.

Shpaizer A, Nussinovich A, Kanner J, Tirosh O. S-Nitroso-N-acetylcysteine
Generates Less Carcinogenic N-Nitrosamines in Meat Products than Nitrite. J
Agric Food Chem. 2018;66(43):11459-67.

Montalban-Arques A, Wurm P, Trajanoski S, Schauer S, Kienesberger S,
Halwachs B, et al. Propionibacterium acnes overabundance and natural killer
group 2 member D system activation in corpus-dominant lymphocytic gastritis.
J Pathol. 2016;240(4):425.

Roldan MV. Gastritis y Gastropatias. Rev Gastroenterol. 2011; 31-1:38-48.

Gundogdu O, Velazquez-Guadarrama N, Gomez Children F, of México H,
Kathryn Haley M, Zhao M, et al. Gastric microbiota dysbiosis and Helicobacter
pylori infection. Front Microbiol. 2023;14:1153269.

Liatsos C, Papaefthymiou A, Kyriakos N, Galanopoulos M, Doulberis M,
Giakoumis M, et al. Helicobacter pylori, gastric microbiota and gastric cancer
relationship: Unrolling the tangle. World J Gastrointest Oncol.2022;14(5):959.

Burkitt MD, Duckworth CA, Williams JM, Pritchard DM. Helicobacter pylori-
induced gastric pathology: insights from in vivo and ex vivo models. Dis Model
Mech. 2017; 10(2):89-104.

Giroux V, Rustgi AK. Metaplasia: tissue injury adaptation and a precursor to

the dysplasia-cancer sequence. Nature. 2017; 594-604.

59



48.

49.

50.

Meyer AR, Goldenring JR, Barrett K, Petersen O, Meyer AR, Goldenring JR.
The Journal of Physiology Injury, repair, inflammation and metaplasia in the
stomach Epithelial damage SPEM formation Mucus hypersecretion Alternative
macrophage activation. The Authors The Journal of Physiology C.
2018;596:17.

Niv Y. Helicobacter pylori and gastric mucin expression: A systematic review
and meta-analysis Yaron Niv Niv Y. H. pylori and gastric mucin. World J
Gastroenterol. 2015 ;21(31):9430-6.

Jonaitis P, Kupcinskas L, Kupcinskas J. Molecular Alterations in Gastric
Intestinal Metaplasia. Int J Mol Ciencia. 2021;22(11).

60



12. Anexos

12.1 Valores para construccion de curvas estandar por RT-gPCR

Para la construccién de la curva estandar para Cutibacterium acnes y Helicobacter
pylori se tomaron en cuenta los Ct obtenidos por triplicado, en las tablas se

presentan los valores obtenidos para la construccion de estas curvas.

Tabla 21. Valores de curva estdndar para Cutibacterium acnes

Concentracion de Réplica Log concentracion Ct Desviacion
cDNA (ng/pL) de cDNA estandar
1 1.875061263 26.09
75 2 1.875061263 24.31
0.9774627
3 1.875061263 25.9
375 1 1.574031268 25.58
2 1.574031268 25.42
0.75480682
3 1.574031268 24.2
18.75 1 1.273001272 26.94
2 1.273001272 25.94
0.62864935
3 1.273001272 25.78
9.375 1 0.971971276 27.9
2 0.971971276 27.88
0.03605551
3 0.971971276 27.95
4.6875 1 0.670941281 28.89
2 0.670941281 29.14 0.3493327
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3 0.670941281 28.45

Tabla 22. Valores de curva estandar para Helicobacter pylori

Concentracién de Réplica Log concentracion Ct Desviacion
cDNA (ng/pL) de cDNA estandar
1 2 10.26
100 2 2 10.09 0.08544004
3 2 10.16
10 1 1 13.42
2 1 13.49 0.09073772
3 1 13.31
1 1 0 17.4
2 0 16.99 0.2557994
3 0 17.46
0.1 1 -1 20.17
2 -1 19.62 0.31754265
3 -1 19.62
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12.2 Determinacidén de numero de copias y abundancia relativa de C. acnes y H. pylori

Tabla 23. Detalles en la obtencién de nimero de nimero de copias de Cutibacterium acnes y Helicobacter pylori.

Paciente Cutibacterium acnes Helicobacter pylori

Ct Logng ng/uL de Copias/pL Ct Log ng ng/pL Copias/pL S,uma de AR C. AR H.

de cDNA de de numefo de acnes pylori

cDNA cDNA cDNA coptas

1 27.21 1.1156  13.0485 9.46E+07 N/A N/A N/A N/A 9.4565E+07 100.0000 0.0000
2 29.33 0.4473 2.8009 3.95E+08 N/A N/A N/A N/A 3.9549E+08 100.0000 0.0000
3 2485 1.8595 72.3562 1.92E+07 N/A N/A N/A N/A 1.9230E+07 100.0000 0.0000
4 29.88 0.2739 1.8790 5.73E+08 N/A N/A N/A N/A 5.7326E+08 100.0000 0.0000
5 28.52 0.7026 5.0422 2.29E+08 N/A N/A N/A N/A 2.2894E+08 100.0000 0.0000
6 2797 0.8760 7.5161 1.58E+08 N/A N/A N/A N/A 1.5794E+08 100.0000 0.0000
7 25.04 1.7996 63.0353 2.19E+07 N/A N/A N/A N/A 2.1861E+07 100.0000 0.0000
8 29.01 0.5482 3.5332 3.19E+08 N/A N/A N/A N/A 3.1867E+08 100.0000 0.0000
9 2711 1.1471 14.0308 8.84E+07 N/A N/A N/A N/A 8.8393E+07 100.0000 0.0000
10 25.63 1.6136 41.0776 3.26E+07 N/A N/A N/A N/A 3.2554E+07 100.0000 0.0000
11 25.57 1.6325 42.9060 3.13E+07 N/A N/A N/A N/A 3.1262E+07 100.0000 0.0000
12 28.79 0.6175 4.1449 2.75E+08 N/A N/A N/A N/A 2.7470E+08 100.0000 0.0000
13 27.3 1.0872 12.2233 1.00E+08 N/A N/A N/A N/A 1.0049E+08 100.0000 0.0000
14 28.87 0.5923 3.9111 2.90E+08 N/A N/A N/A N/A 2.8994E+08 100.0000 0.0000
15 28.78 0.6207 4.1751 2.73E+08 N/A N/A N/A N/A 2.7285E+08 100.0000 0.0000
16 28.53 0.6995  5.0058 2.30E+08 N/A N/A N/A N/A 2.3049E+08 100.0000 0.0000
17 27.26 1.0998 12.5834 9.78E+Q7 N/A N/A N/A N/A 9.7811E+0Q7 100.0000 0.0000
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18 28.53 0.6995 5.0058 2.30E+08 N/A N/A N/A N/A 2.3049E+08 100.0000 0.0000
19 28.53 0.6995 5.0058 2.30E+08 N/A N/A N/A N/A 2.3049E+08 100.0000 0.0000
20 28.28 0.7783 6.0017 1.95E+08 N/A N/A N/A N/A 1.9470E+08 100.0000 0.0000
21 28.34 0.7594 5.7460 2.03E+08 N/A N/A N/A N/A 2.0275E+08 100.0000 0.0000
22 28.47 0.7184 5.2286 2.21E+08 N/A N/A N/A N/A 2.2134E+08 100.0000 0.0000
23 27.95 0.8823 7.6260 1.56E+08 N/A N/A N/A N/A 1.5582E+08 100.0000 0.0000
24 26.21 14308 26.9636 4.82E+07 13.44 1.0254 10.6021 1.29E+04 4.8165E+07 99.9732 0.0268
25 258 15600 36.3093 3.65E+07 13.75 0.9306 8.5224 1.61E+04 3.6528E+07 99.9560 0.0440
26 24.25 2.0486 111.8425 1.28E+07 12.53 1.3038 20.1262 6.81E+03 1.2833E+07 99.9470 0.0530
27 24.66 19194  83.0552 1.69E+07 13 1.1600 14.4540 9.48E+03 1.6925E+07 99.9440 0.0560
28 23.62 2.2472 176.6829 8.38E+06 13.26 1.0805 12.0352 1.14E+04 8.3951E+06 99.8644 0.1356
29 N/A N/A N/A N/A 13.4 1.0376 10.9050 1.26E+04 1.2564E+04 0.0000 100.0000
30 30.69 0.0186 1.0438 9.90E+08 N/A N/A N/A N/A 9.9033E+08 100.0000 0.0000
31 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
32 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
33 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
34 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
35 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
36 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
37 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
38 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
39 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
40 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0.0000E+00 0.0000 0.0000
Ct: Ciclo threshold Gastritis
cDNA: DNA complementario
Gastropatias
Alteraciones no significatuvas
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N/A: No aplica debido a que se obtuvo un Ct similar al NTC

AR: Abundancia relativa
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