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"Si quieres construir un barco, no empieces
por buscar madera, cortar tablas o distribuir el
trabajo, primero has de evocar en los hombres
el anhelo del mar."

Antoine de Saint-Exupéry (1900-1944)
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1. Resumen

Titulo

Estudio bioinformatico de muestras clinicas en la infeccion de Helicobacter pylori:

Importancia del microbioma
Introduccién

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa con forma espiral, que lleva
colonizando al ser humano desde hace mas de 50.000 afios, actualmente infecta
entre el 25 y 80% de la poblacion mundial. Esta asociada a multiples patologias
gastricas, como gastritis, Ulcera y cancer gastrico. Estas patologias no se
distribuyen de manera uniforme entre poblaciones con una tasa de infeccion
similar y se ha propuesto, como un factor clave en la evolucion de las patologias
gastricas, a la microbiota gastrica no-H. pylori. Las nuevas técnicas protedmicas
y de secuenciacion masiva, junto a nuevos programas bioinformaticos que nos
ayudan a procesar la informacion que este tipo de estudios produce, nos abren

un nuevo horizonte de posibilidades.

El objetivo principal de este estudio es la utilizacién de las técnicas protedmicas
y de secuenciacién masiva, junto a un programa de elaboracion propia, en el
analisis de la microbiota gastrica para identificar variaciones en pacientes
infectados o no por H. pylori en funcion del estado de infeccidn, patologia gastrica

asociada y pais de residencia.
Métodos

Para los estudios protedmicos se incorporaron 15 cepas de H. pylori, obtenidas
de pacientes de la Comunidad de Madrid, a la base de datos del MALDI Biotyper
OC 3.1 tras ser debidamente identificadas. Se analizaron 133 aislamientos
diferentes con la base de datos Biotyper OC 3.1 y Biotyper junto a cepas locales

para analizar su implementacion en un laboratorio de microbiologia clinica.

Se ha preparado un manual con los comandos y las herramientas mas utiles
para realizar una investigacion metataxonémica que incluye: ensamblaje, control
de calidad y agrupacion de secuencias, asignacion taxondémica y analisis de la

diversidad alfa, diversidad beta y taxonomia.
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El calculo del tamafo muestral y la comparacién entre bases de datos de
secuencias de referencia se realizé con las secuencias obtenidas en el proyecto
de Llorca et al. (2017) por medio del calculo de los indices de diversidad de

Shannon y Simpson y los analisis taxondmicos.

Se seleccionaron 5 proyectos de biopsias gastricas de la base de datos publica
ENA que habian sido secuenciados con la plataforma lllumina y se seleccionaron
las muestras que cumplieron los requisitos de poseer, al menos, 1.000
secuencias y un porcentaje de abundancia relativa de bacterias no clasificadas

menor del 25%.

Se analizo la diversidad alfa, la diversidad beta y los perfiles taxondmicos de
todas las muestras en funcion del estado de infeccidn por H. pylori, la patologia

gastrica asociada y el pais de residencia del paciente.
Resultados

La realizacién de los estudios protedmicos reveld una gran plasticidad proteica
en las cepas de H. pylori en funcion de la regidn geografica. Este hecho implica
peores valores al realizar analisis protedmicos con el MALDI-TOF, mejorando

significativamente al incorporar cepas locales a su base de datos.

El calculo del tamafio muestral mostré que hay una gran variabilidad en los
perfiles de microbiota gastrica dentro de los grupos de pacientes con infeccion
por H. pylori, siendo necesario un numero de muestras relativamente elevado
para obtener un poder estadistico suficiente y aumentar, en lo posible, la

resolucion de las pruebas estadisticas reduciendo la probabilidad de error tipo Il.

Mediante la comparacion de las bases de datos SILVA 132 y Greengenes 13.8
se observo un efecto directo en los resultados obtenidos afectando a los analisis
taxonomicos, siendo especialmente notables en los perfiles de diversidad beta.

Se seleccionaron muestras que cumplian los requisitos para ser incorporados en
este estudio para el analisis de la microbiota y, de un total de 631 muestras, 331
cumplieron los criterios de inclusion, finalmente, solo pudieron ser aceptadas 223
debido a una posible fuente de contaminacién en uno de los proyectos (64

muestras de biopsias procedentes de pacientes diagnosticados como
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Helicobacter negativo y 159 provenientes de pacientes diagnosticados como

Helicobacter positivo).

Mediante los analisis metataxonomicos se observo un efecto en los indices de
diversidad en funcién del estado de infeccién a H. pylori (presentaron menor
diversidad bacteriana las muestras de pacientes positivos), a la patologia (mayor
diversidad bacteriana en los pacientes con dispepsia respecto a gastritis
volviendo a ser mayor en los pacientes de cancer) y, aunque se aprecia un efecto
del pais de origen, parece estar mas vinculado a la patologia gastrica. Los
estudios de diversidad beta muestran que los perfiles gastricos se agrupan en
funcién de la infeccion por H. pylori, la patologia asociada y el pais de residencia.
Estas diferencias disminuyen al retirar de las muestras las secuencias

pertenecientes a bacterias del género Helicobacter.
Conclusiones

Las técnicas protedmicas como el MALDI-TOF son buenas herramientas para la
identificacion de colonias de H. pylori teniendo en consideracion la alta plasticidad
de esta especie, pudiendo ser necesario preparar una base de datos de cepas
locales.

Con la herramienta bioinformatica desarrollada en esta tesis hemos podido
reducir tiempos y gastos asociados a toda investigacidon metataxondmica,
facilitando asi el analisis de gran cantidad de informacién. Se observa una gran
variabilidad en los perfiles de microbiota gastrica dentro de los grupos de
pacientes, por lo que es necesario planificar estos estudios en consideracién a
la hora de realizar reclutamientos de pacientes en el futuro. También es
fundamental conocer las diferentes bases de datos de referencia ya que el uso

de una u otra, afecta de manera directa en los resultados obtenidos.

H. pylori tiene un efecto directo en la diversidad de la microbiota gastrica teniendo
un papel modulador principal en aquellos pacientes que hayan sido infectados por
esta bacteria. Sin embargo, y aunque no podamos determinar si las patologias
gastricas tienen un efecto en la microbiota o la microbiota tiene efecto en las
patologias, si hemos visto que ambas estan claramente relacionadas y la

modulacidn de una puede tener efecto en la otra.
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Mediante estos analisis hemos visto que los perfiles microbianos de las muestras
gastricas parecen tener un comportamiento ligeramente diferente en funcién de
las patologias y la region geografica. A pesar de ello se aprecia una microbiota
comun caracterizada, especialmente, por bacterias del género Helicobacter,

Prevotella, Escherichia y Streptococcus.
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Summary

Title

Bioinformatics study of clinical samples in Helicobacter pylori infection:
Importance of the microbiome

Introduction

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral bacterium, which has been
colonizing humans for more than 50,000 years, currently infecting between 25
and 80% of the population. It is associated with multiple gastric pathologies, such
as gastritis, ulcer and gastric cancer. These pathologies are not evenly distributed
among populations with a similar infection rate and the non-H. pylori gastric
microbiota has been proposed as a key factor in the evolution of gastric
pathologies. New proteomic and mass sequencing techniques, together with new
bioinformatics programs, wich help us to process the information of this type of

studies, open a new horizon of possibilities for us.

The main objective of this study is the use of proteomic techniques and massive
sequencing, together with a program of our own elaboration, in the analysis of
gastric microbiota in patients infected or not by H. pylori depending on the state

of infection, gastric pathology and country of residence.
Methods

For the proteomic studies, 15 strains of H. pylori obtained from patients in the
Comunidad de Madrid were selected and incorporated into the MALDI Biotyper
OC 3.1 database after being identified. 133 different isolates were analyzed with
the database Biotyper OC 3.1 and Biotyper together with local strains to analyze

their implementation in a clinical microbiology laboratory.

A manual has been prepared with the most used commands and the most useful
tools to carry out a metataxonomic research that includes steps for assembly,
quality control, sequence picking, taxonomic assignment and analysis of

alphadiversity, betadiversity and taxonomy.
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The sample size calculation and the comparison between reference sequences
databases was done using the sequences obtained in the Llorca’s et al. (2017)
project, calculating the Shannon and Simpson diversity indices and taxonomic

analyses.

Five gastric biopsy projects were selected from the ENA public database that had
been sequenced with the lllumina platform. The samples that met the
requirements of having, at least, 1,000 sequences and a relative abundance of
unclassified bacteria percentage less than 25% were selected.

The alphadiversity, the betadiversity and the taxonomic profiles of all the samples
were analyzed according to the state of infection by H. pylori, the associated

gastric pathology and the country of residence of the patient.
Results

The proteomic studies revealed a great protein plasticity in H. pylori strains
depending on the same geographical region. This fact implies worse MALDI-TOF
values when carrying out proteomic analysis, the values were improving

significantly when local strains were added to its database.

The sample size calculation showed that there is a great variability in the gastric
microbiota profiles within the groups of patients with H. pylori infection being
necessary a relatively high number of samples to obtain enough statistical power

in order to reduce the probability of type Il error.

By comparing the databases SILVA 132 and Greengenes 13.8 a direct effect was
observed in the taxonomic analyses, being especially remarkable in the

microbiota profiles of betadiversity.

The sample selection was carry out and, from a total of 631 samples of which
331 met the inclusion criteria, finally only 223 could be accepted due to a possible
source of contamination in one of the projects (64 biopsy samples from patients
diagnosed as Helicobacter negative and 159 from patients diagnosed as
Helicobacter positive).

By means of the metataxonomic analyses, an effect was observed in the diversity

indexes due to the H. pylori infection status (the samples from positive patients

showed a lower bacterial diversity), to the pathology (there was a higher diversity
~ 8 ~
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in patients with dyspepsia than in gastritis patients and diversity was again higher
in cancer patients) and, although an effect of the country is appreciated, it seems
to be more linked to the gastric pathology. Betadiversity studies showed that
gastric profiles were grouped according to H. pylori infection, pathology and
country of residence. These differences decreased when sequences belonging

to bacteria of the genus Helicobacter were removed from the samples.
Conclusions

Proteomic techniques such as MALDI-TOF are good tools for the identification of
H. pylori colonies, taking into consideration the high plasticity of this species, but
it may be necessary to prepare a database of local strains.

With the bioinformatics tool developed in this thesis we have been able to reduce
time and expenses associated with all metataxonomic research facilitating the
analysis of large amounts of information. A great variability in gastric microbiota
profiles within patient groups is observed, so it is necessary to plan these studies
in consideration when recruiting patients in the future. It is also essential to know
the different reference databases since the use of one or another directly affects
the results obtained.

H. pylori has a direct effect on the gastric microbiota diversity having a major
modulating role in those patients who have been infected by this bacterium.
However, despite we cannot determine if gastric pathologies influence the
microbiota or the microbiota influence on the pathology, we have seen that both
are clearly related and the modulation of one of them can produce an effect on

the other.

With these analyses we have seen that the microbial profiles of the gastric
samples seem to have a slightly different behavior depending on the pathologies
and the geographical region. However, a common microbiota could be seen,
characterized especially by bacteria of the genus Helicobacter, Prevotella,

Escherichia and Streptococcus.
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2. Introduccioén

En esta tesis nos encontramos con tres historias que, por diversos motivos, han

cambiado la vida de millones de personas.

La primera historia transcurre en el estdmago, un ambiente considerado hostil,
donde el descubrimiento de Helicobacter pylori (H. pylori) y su implicacion en la
patologia gastroduodenal supuso un hito en los campos de la Microbiologia y la
Gastroenterologia, tanto es asi que sus descubridores Robin Warren y Barry

Marshall fueron reconocidos con el Premio Nobel de Medicina en el ano 2005.

Sin embargo, las comunidades médicas y cientificas se encontraron con una
serie de problemas que no habian previsto. Se tuvieron que enfrentar a un nuevo
paradigma: poner en marcha un plan que consisti6 en cambiar radicalmente la
relacion entre departamentos médicos, modificar el sistema de tratamiento de
las ulceras gastricas y dar un giro al tratamiento de las enfermedades

gastroduodenales, en general.

Ese ecosistema unico que somos cada uno de nosotros, las constantes “luchas
y alianzas” entre los microorganismos por ocupar su “espacio” y co6mo somos
capaces de interpretar y modificar ese mundo microscopico es la segunda

historia: el microbioma.

Con la tercera historia nos armamos con las herramientas necesarias para poder

realizar la “exploracion”: la bioinformatica.

2.1 Helicobacter pylori

2.1.1 Antecedentes historicos y situacion taxondémica actual

H. pylori lleva colonizando al ser humano desde hace mas de 50.000 afios
(Atherton & Blaser, 2009) y, actualmente, infecta entre el 25 y 80% de la
poblacién mundial dependiendo del indice de desarrollo del pais de estudio (Yue
Hu et al., 2016) gracias a su capacidad de resistir el ambiente acido del estbmago
(Chey et al., 2017). No es una bacteria con un origen reciente, su historia esta
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intimamente ligada a la del ser humano, su unico huésped conocido, anterior a
la expansion de los humanos desde Africa (Linz et al., 2007). A pesar de estar
tan ampliamente extendida entre la poblacién, la primera observacion de la
bacteria no se realiz6 hasta 1875 y, debido a que no pudo ser cultivada estos
resultados fueron olvidados (Blaser, 2005). No fue hasta el afio 1982 que unos
cientificos australianos pudieron aislar la bacteria y comenzar asi el estudio de

su rol en el estomago (Marshall & Warren, 1984).

De entre toda la poblacion afectada, solo algunos desarrollan alguna
sintomatologia y solo en esos casos se recomienda el tratamiento (Malfertheiner
et al., 2017).

Normalmente, la infeccion por H. pylori origina gastritis subclinicas y en mucha
menor medida se desarrollan otras complicaciones (ulcera péptica,
adenocarcinoma y linfoma gastrico) en las personas infectadas. Si nos
focalizamos en la poblacién pediatrica, esas complicaciones se presentan en un
porcentaje todavia menor, variando de pais en pais entre 2 al 5% en los paises
industrializados, a un 13,5 al 20% en paises en vias de desarrollo y con una alta
prevalencia de infeccion por H. pylori (Hernandez et al., 2014; Roma, Kafritsa,

Panayiotou, Liakou, & Constantopoulos, 2001).

H. pylori no es la unica especie del género Helicobacter, en la actualidad hay
reconocidas mas de 20 especies destacando, por su posible papel patdbgeno en
humanos, H. heilmannii, H. fennelliae y H. felis (este ultimo presente en
animales), se han aislado de manera infrecuente en humanos con gastritis
habiendo indicios de que también podrian estar implicados en cancer y linfoma

gastricos (Solnick, O’rourke, Vandamme, & Lee, 2006).

2.1.2 Morfologia y caracteristicas fisioldgicas del género Helicobacter

Con un tamano que oscila entre 0,5y 1 ym de ancho y 2,5 y 4 um de largo H.
pylori es un bacilo Gram negativo con forma de espiral o ligeramente curvado,
pudiendo cambiar y adoptar la forma cocoide dependiendo de factores

ambientales (Sisto, Brenciaglia, Scaltrito, & Dubini, 2000) o de una degeneracion
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celular (J. G. Kusters et al.,1997). Se ayuda de sus 4 a 8 flagelos polares para

desplazarse helicoidalmente.

H. pylori ha ido reclasificandose con el paso de los afos conforme mas
conociamos sobre la bacteria. Originalmente, Marshall y Warren la clasificaron
dentro del género Campylobacter bajo el nombre de Campylobacter pyloridis
(Goodwin, Armstrong, & Marshall, 1986). Posteriormente, debido a problemas
gramaticales fue corregido a Campylobacter pylori en 1987 (Konturek, 2003). En
1989 se establecio el género Helicobacter (vara en espiral), en el que fueron
clasificadas otras especies junto a H. pylori perteneciendo al filo Proteobacteria.
En 1992 se describié la subclase Epsilonproteobacteria (Tenover et al., 1992) y
se le asigno el estatus de clase en 2005 (Garrity, Bell, & Lilburn, 2006). En el afio
2017 Waite postuld la necesidad de separar la clase Epsilonproteobacteria del
filo Proteobacteria debido al gran numero de bacterias que no podian afiliarse a
este filo, proponiendo uno nuevo denominado Epsilonbacteraeota (Waite et al.,
2017). Esta denominacion se encuentra en algunas versiones de las bases de
datos realizadas entre los afos 2017 y 2018. Un addendum posterior terminé
reclasificandolo finalmente con el nombre de Campylobacterota (Waite et al.,
2018) siendo éste el aceptado actualmente (Waite, Chuvochina, & Hugenholtz,
2019).

Por lo tanto, la taxonomia actual incluye a esta bacteria en: Filo
Campylobacterota; Clase Campylobacteria; Orden Campylobacterales; Familia

Helicobacteraceae; género Helicobacter.

Las especies del género Helicobacter presentan una gran homogeneidad en
cuanto a sus caracteristicas bioquimicas, son quimiorganotrofas y tienen un
metabolismo respiratorio. No hay fermentacion ni oxidacion de azucares mas alla

de la oxidacion de la glucosa.

No presentan la via del glioxilato y tienen, al menos parcialmente, las vias
metabdlicas Entner-Doudoroff, de pentosas fosfato, y el ciclo de acidos
tricarboxilicos. No hidrolizan la gelatina, almidén, caseina o tirosina, son rojo de

metilo y Voges-Proskauer negativos.
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Las tres pruebas bioquimicas mas caracteristicas y utiles para la identificacidon
de H. pylori son: la catalasa, la oxidasa y, sobre todo, la ureasa. Todas ellas

positivas y siendo la ultima especialmente rapida.

Aunque a nivel bioquimico presenta una alta homogeneidad, no ocurre los mismo
a nivel genético, donde se ha determinado la presencia de profagos en su

genoma asi como una gran variabilidad antigénica.

El ambiente acido del estdbmago lo convierte en un nicho pobre en variedad
bacteriana pero rico en subpoblaciones de H. pylori, tanto es asi que no es raro
encontrar en un mismo individuo diferentes cepas de H. pylori (Taylor et al.,
1995). Esta bacteria posee una gran capacidad de mutacion y de recombinacion,
existiendo repeticiones no aleatorias de nucleétidos en su genoma que facilitan
los fendbmenos de recombinacion (Aras, Kang, Tschumi, Harasaki, & Blaser,
2003) ademas de presentar un sistema de transporte tipo 1V (el sistema ComB)
capaz de importar ADN externo e integrarlo mediante recombinacién (Karnholz
et al., 2006).

2.1.3 Genoma de Helicobacter pylori

El primer genoma completo de una cepa de H. pylorifue secuenciado por primera
vez en 1997 (Tomb et al., 1997), desde entonces, las mejoras conseguidas en el
campo de la secuenciacién nos han permitido disponer de un numero, cada dia
mayor, de aislamientos. También se han mejorado los algoritmos informaticos
utilizados para analizar las secuencias de nucleotidos permitiendo el
solapamiento de muchas de ellas en largos céntigos (Zhang, Chiodini, Badr, &
Zhang, 2011). Al menos los genomas de 170 cepas de H. pylori han sido ya
publicados (Lara-Ramirez et al., 2011) (Mufioz-Ramirez et al., 2017). El estudio
y comparacion de estos genomas nos ha permitido conocer mejor muchos
aspectos de la genética, microbiologia y patogenicidad de este microorganismo.
El tamafo de los genomas secuenciados esta entre 1,5y 1,7 Mpb y tiene un
contenido de G+C entre el 35% y el 40%. El genoma comun o core entre las
cepas estaria compuesto por 1.186 genes e incluye todos los genes relacionados
con la adaptacion y supervivencia al ambiente gastrico. Entre el 22% y el 27%

son los genes auxiliares y patogénicos, mucho mas variables entre las diferentes
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cepas (Gressmann et al., 2005). Entre estos, encontramos las islas de
patogenicidad como Cag-PAl o genes para proteinas de membrana. Se pueden
encontrar plasmidos en diferentes cepas de H. pylori; pero, su funcién aun no ha

podido ser comprobada (Heuermann & Haas, 1995).

2.1.4 Factores de virulencia

Los principales factores de virulencia que le aportan su caracter modulador son:
sus enzimas (principalmente la enzima ureasa y proteasas) y sus antigenos
(VacAy CagA).

La ureasa es la enzima mas caracteristica de H. pyloriy la que produce en mas
cantidad, rondando el 5% de la produccion total de proteinas celulares (Rivas &
Hernandez, 2012). Es una metaloenzima que produce dioxido de carbono y
amoniaco a partir de la urea que se encuentra en el jugo gastrico. La liberacion
del amoniaco aumenta el pH gastrico hasta alcanzar un pH de entre 6 y 7
creando asi un ambiente mas basico entorno a H. pylori, momento en el cual la
enzima se autorregula dejando de producir mas amoniaco (McNulty,

Ulmschneider, Luecke, & Ulmschneider, 2013).

Como curiosidad, la urea fue la primera molécula organica sintetizada publicada
en 1828 mientras que la ureasa fue la primera enzima cristalizada en 1926
siendo ambas un hito en la biologia molecular (H. L. Mobley, Mendz, & Hazell.,
2001).

El segundo grupo de enzimas son las proteasas, las cuales tienen un efecto
indirecto sobre la modulacién de la virulencia al encargarse de deshacer
gradualmente la estructura polimérica del mucus provocando una pérdida de la
viscosidad del mucus y haciéndolo mas permeable a las bacterias. Esta pérdida
de viscosidad afecta directamente a la estructura del mucus, provocando el

contacto del jugo gastrico con las células de la pared gastrica.

Entre las toxinas producidas por H. pylori, la toxina VacA es producida por
aproximadamente el 50% de las cepas, por lo que no es imprescindible para su

colonizacion. La proteina VacA es una toxina codificada por el gen vacA, esta
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induce vacuolizacion en las células epiteliales, la muerte celular y la destruccién
de la integridad epitelial (Salama, Hartung, & Muiller, 2013). Esta vacuolizacion
viene causada por un aumento en la carga de moléculas alcalinas, mediada por
el ensamblado de la proteina VacA en la bicapa lipidica de las células del
hospedador, lo que provoca un desequilibrio de la presion osmética, pudiendo
provocar la citdlisis de las células gastricas. La pérdida de la integridad epitelial

podria ser utilizada por microorganismos para una posterior colonizacion.

Siguiendo con las proteinas antigénicas, la proteina CagA (citotoxin-associated
gen A), es uno de los factores de virulencia de H. pylori mas extensamente
estudiados. El gen cagA estd incluido dentro de la isla de patogenicidad
denominada cag (cag-PAl) y se ha sugerido que la proteina asociada al gen A
(cagA) con sus productos, esta vinculada a una mayor patogenicidad de las
cepas de H. pylori. La citotoxina CagA tiene un caracter pleiotropico siendo capaz
de perturbar multiples vias de senalizacion de las células del hospedador
actuando sobre la ruptura de las uniones intercelulares, en la desregulacion del
ciclo celular y de apoptosis lo que terminara favoreciendo la transformacion de
las células epiteliales gastricas en células malignas.

El porqué H. pylori expresa proteinas destinadas finalmente a la muerte del
hospedador puede resultar chocante a primera vista. No podemos olvidar que H.
pylori se suele establecer en las etapas tempranas de la vida del hospedador
mientras que los casos de cancer gastrico suelen ser pacientes adultos mayores
de 50 anos. En las etapas tempranas de la infeccién, la proteina CagA va a
provocar un estrés oncogénico lo que dara lugar a una apoptosis mediada por
las cadenas de reaccién de las ARF/p53/p21 o p16-pRB (Beausejour & Campisi,
2006; Sherr & Weber, 2000) reduciendo el numero de células epiteliales, lo que
reduce la secrecion acida aportandole una ventaja competitiva pudiendo afectar
a la composicién de la microbiota gastrica. Mientras las células tengan un
correcto manejo de la senescencia derivara a una gastritis o ulceracion; pero,
con el paso del tiempo puede causar inestabilidad genética, pudiendo aumentar
la capacidad de las células en adquirir resistencia al estrés oncogénico. Asi pues,
si una célula falla en desencadenar la senescencia puede desencadenar una
respuesta pro-oncogénica haciendo inevitable que, con el paso del tiempo,

deriven o aparezcan células cancerigenas (Hatakeyama, 2014).
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2.1.5 Patogenicidad

La colonizacion por H. pylori viene mediada por los factores de virulencia, los
cuales facilitan su resistencia al ambiente gastrico, la adhesién a la pared
gastrica y modulacion de las células gastricas en su beneficio. Estos factores
afectaran a la dinamica propia del estdmago y favoreceran la aparicion de una
serie de patologias como disminucién del pH gastrico, dispepsia, inflamacién de
la mucosa gastrica aguda y/o cronica, ulceras gastricas, cancer o linfoma

gastricos tipo MALT.
a) Dispepsia

La dispepsia es esa sensacion de ardor o malestar en la parte superior del
abdomen o la parte inferior del pecho de origen generalmente desconocido por
el paciente. También es posible que la causa se deba a problemas psicoldgicos,
tales como el estrés, la ansiedad, la depresién o problemas de suefo. Esta
sintomatologia es la principal por la que los pacientes acuden al médico en

busqueda de un diagndstico.
b) Gastritis

El inicio de la colonizacion por H. pylori conduce a una respuesta inmune
mediada por neutréfilos y monocitos que se infiltran en la mucosa y el cuerpo
gastrico. Segun lo reciente que sea la colonizacion se pueden distinguir dos

formas de gastritis (Johannes G. Kusters, Van Vliet, & Kuipers, 2006):
b.1) Gastritis aguda

La gastritis aguda producida por H. pylori generalmente cursa asintomatica para
el paciente. Todos los individuos infectados presentan manifestaciones
histolégicas con una inflamacion de la mucosa gastrica proximal y distal y
solamente una minoria presentara sintomas inespecificos como la dispepsia,

pudiendo cursar con nauseas y/o vomitos.
b.2) Gastritis cronica

Cuando la colonizacion se vuelve persistente, se alcanza un equilibrio entre la
produccion de acido, que afecta negativamente al crecimiento bacteriano, y los

factores de virulencia de la bacteria, asociados a la inflamaciéon de la mucosa
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gastrica y dafio sobre las propias células parietales. Este equilibrio suele
localizarse en la region del antro gastrico, donde hay una menor carga de células

secretoras y la infeccion suele iracompanada de pocas bacterias en la superficie.

En el caso en el que, por la medicacién, bacterias o causas externas, la
produccion de acido se encuentre comprometida en el paciente, la bacteria se
propagara de manera mayoritariamente uniforme derivando a una pangastritis

aumentando la hipoclorhidria del ambiente gastrico (Kuipers et al., 1995).
c) Ulcera péptica

Las ulceras pépticas son pequenas lesiones con un diametro de, al menos, 0,5
cm que penetra a través del estrato de fibras musculares que forma parte de la
mucosa gastrica. Estas Ulceras estan generalmente asociadas con H. pylori
siendo esta bacteria la responsable de aproximadamente el 90% de las ulceras,

tanto duodenales como gastricas (Metzger et al., 2001).

d) Carcinoma gastrico

La inflamacién crénica causada por H. pylori puede provocar la pérdida de la
estructura normal de la mucosa gastrica con la pérdida de glandulas secretoras
y la aparicion de fibrosis. Este hecho conlleva la aparicion de metaplasia
intestinal, la cual consiste en un cambio fenotipico de las células gastricas a una
estructura de fenotipo intestinal. Estas areas afectadas se iran extendiendo con
el tiempo aumentando la probabilidad de cancer gastrico entre 5 y 90 veces
dependiendo de la extensién y severidad de la atrofia (Slpponen, Kekki,
Haapakoski, lhamaki, & Siurala, 1985).

En base a los numerosos estudios que relacionan la colonizacion de H. pyloriy
su relacion con el cancer gastrico la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
categorizé a la bacteria H. pylori como carcindgeno de clase 1 (Moller, Heseltine,
& Vainio, 1995).

e) Linfoma gastrico del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)

El linfoma tipo MALT, llamado también linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosa es un tipo de cancer incluido dentro del grupo de los linfomas no
Hodgkin. El caso del linfoma gastrico esta casi siempre asociado a la infeccidn
por H. pylori. El tratamiento frente a H. pylori ha demostrado una completa
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remision del linfoma entre el 60 y 80% de los pacientes frente al 10% que
presentaron mejorias y el resto de los pacientes que no mostraron respuesta
frente al linfoma mediante el tratamiento de H. pylori (Johannes G. Kusters et al.,
2006).

2.1.6 Métodos de diagnostico

Es fundamental conocer a que pacientes hay que realizar el diagnéstico y ofrecer
tratamiento a todos aquellos que tuvieron una prueba positiva de infeccion activa
(Chey et al., 2017).

Como hemos visto, H. pylori estd muy relacionada con la Ulcera péptica
(duodenal o gastrica) y las gastritis atréficas, pudiendo ser el primer paso para la
evolucion a cancer gastrico. También puede desarrollarse un tipo de linfoma,
poco frecuente, que es el linfoma gastrico tipo MALT. En todos estos pacientes
se recomienda realizar una prueba de diagndstico de H. pylori (Chey et al., 2017;
Malfertheiner et al., 2017).

Los métodos diagndsticos pueden ser catalogados en dos grandes grupos:
Métodos invasivos (dependientes de la realizacion de una endoscopia y toma de
biopsia gastrica) o métodos no invasivos (no requieren de la toma de la biopsia).
La eleccion del método de diagnostico dependera esencialmente de la
experiencia del centro donde se diagnostique, el paciente y la epidemiologia de
la infeccidn en el area, ya que todos los métodos aportan una serie de ventajas

e inconvenientes frente a los otros (Miqueleiz et al., 2020) .

Aunque el método diagnéstico ideal seria aquel minimamente invasivo para el
paciente, barato, seguro, sensible, preciso y facilmente practicable en los centros
de diagndstico ninguno de los actuales cumple con todas estas caracteristicas.
En el caso de los métodos invasivos el paciente ha de someterse a una
intervencidn quirurgica, siendo el unico método eficaz para el diagndstico por
cultivo, fundamental para casi todos los estudios de sensibilidad y aportando
otros datos muy relevantes para el clinico, como el estado histolégico o conocer
las lesiones de la mucosa para poder clasificar y diagnosticar la gastritis.
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a) Métodos invasivos

En caso de realizarse un procedimiento invasivo se recomienda la toma de una
biopsia de antro gastrico y otra de cuerpo gastrico (Lan, Chen, Li, Chang, & Lin,
2012).

Los métodos invasivos son necesarios para el aislamiento de la cepa de H. pylori
siendo éste el método mas especifico para la deteccion y/o su diagndstico. El
mayor problema reside en su sensibilidad, la cual varia en gran medida
dependiendo de diversos factores: la toma de la muestra, el transporte, el
almacenamiento, los medios de cultivo utilizados, las habilidades del personal
técnico y las condiciones de incubacion (Miqueleiz et al., 2020). Las mejoras en
estos aspectos y, en especial, en el medio de cultivo, son fundamentales para
mejorar la sensibilidad de la técnica (Lopez-Brea et al., 2004).

En los ultimos 30 anos se ha ido mejorando el medio de cultivo para H. pylori. La
base de todos ellos suele ser sangre (Fig. 1-A) o suero (Fig. 1-B), un ambiente
de cultivo microaerofilico, una alta humedad y tiempos de incubacién que pueden
llegar hasta los 10-15 dias (Ndip, MacKay, Farthing, & Weaver, 2003). El uso de
antibidticos no es extrafio para evitar posibles contaminaciones en la toma de la
muestra, siendo la vancomicina, trimetoprima, sulfametoxazol, bacitracina o

anfotericina, en solitario o en combinacion, los antibiéticos mas utilizados.

e, | 5
Figura 1: H. pylori cultivado en medio de Columbia agar sangre (A) y en medio selectivo pylori
agar (biomerieux) (B).



Introduccioén

Otras técnicas que también requieren de una endoscopia para poder realizarse
son la prueba de la ureasa o diversas pruebas moleculares. La primera se basa
en la produccién de la enzima ureasa por H. pylori. La biopsia se pone en
contacto con un medio con urea y un indicador de pH; en caso de haber actividad
ureasa se hidroliza la urea en diéxido de carbono y amoniaco. Esta prueba
presenta unos indices de sensibilidad y especificidad de en torno a 80-90%

(Naumov & Fenjvesi, 2011).

En el caso de las técnicas moleculares se encuentran tanto técnicas invasivas
como no invasivas dependiendo del tipo de muestra a analizar, la biopsia gastrica
es la mas comun, aunque también se pueden realizar sobre muestras de heces,
saliva, agua, etc. (Simala-Grant & Taylor, 2004). La técnica molecular mas
habitual es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en todas sus versiones
(convencional o a tiempo real) tanto para la deteccién del microorganismo como

para la deteccion de genes que confieran resistencia a antibidticos.
b) Métodos no invasivos

Las técnicas no invasivas se recomiendan en la mayoria de los casos de
diagnosticos y, especialmente, en los pacientes adultos con sintomas de
dispepsia no estudiada con no mas de 60 afios y sin caracteristicas que indiquen

una alarma al médico (Chey et al., 2017).
b.1) Prueba del aliento

Es el método de deteccién no invasivo mas ampliamente utilizado (Graham &
Miftahussurur, 2018; A. Miqueleiz-Zapatero et al., 2020). Se trata de un método
de deteccion indirecto ya que no detecta H. pylori sino su actividad ureasa por lo
que puede haber falsos positivos por la presencia de Helicobacter heilmannii en
el estdbmago (Y. K. Wang et al., 2015) o bacterias con actividad ureasa en la boca
(Lopes, Vale, & Oleastro, 2014). La técnica precisa de la ingesta por parte del
paciente de urea marcada con un isétopo de carbono 13. La actividad ureasa de
H. pylori rompera la urea marcada absorbiéndose y difundiéndose en la sangre
hasta llegar a los pulmones liberandose en el aliento. Este método sirve para la
deteccidn de una infeccién actual, por lo que su uso esta recomendado para
hacer el seguimiento de los tratamientos utilizados en la erradicacion de H. pylori
(Perri et al., 2005).
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b.2) Deteccion del antigeno de H. pylori en heces

Este método detecta antigenos de H. pylori en heces por lo que la obtencion y
conservacion de la muestra es facil. Actualmente hay diversos kits comerciales
diferenciados por el uso de anticuerpos, monoclonales o policlonales, y por el
método por el que se llevan a cabo, ELISA o inmunocromatogréfica. Es un buen
meétodo de diagnaostico inicial y de seguimiento después de 4 a 6 semanas desde
la erradicacion de H. pylori pudiendo ser utilizado para confirmar la aparicion de

nuevas infecciones.

Los principales inconvenientes son la variabilidad de la sensibilidad y la
especificidad en funcién de la poblacién en la que se utilice debido a las
diferencias antigénicas de diferentes cepas de H. pylori (Ritchie et al., 2009) por

lo que debera ser testado en cada poblacion (Shimoyama, 2013).
b.3) Serologia

Las técnicas serolégicas tienen su base en la deteccion de anticuerpos
especificos frente a H. pylori en suero. Estan especialmente disefiadas para
estudios epidemiologicos debido a la dificultad de diferenciar una infeccién activa
de individuos con una exposicion previa. A diferencia de las técnicas no invasivas

previas, no se ve afectada por el uso de antibiéticos o antiacidos.

Se sustenta en la respuesta inmunoldgica del paciente frente a la presencia de
H. pylori a nivel sistémico por un aumento transitorio de IgM seguido de un
aumento de IgG e IgA mas duradero. La efectividad de la técnica depende pues
de la respuesta del paciente la cual suele ser menor en pacientes pediatricos
menores de 12 afios (Malfertheiner et al., 2007).
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2.1.7 Tratamiento

El tratamiento para H. pylori solo esta recomendado en aquellos pacientes con
sintomatologia, no recomendandose las pruebas indiscriminadas ni el

tratamiento de los pacientes positivos sin sintomas (Malfertheiner et al., 2017).

Actualmente, solo 6 antibidticos en terapia combinada estan disponibles para el
tratamiento de erradicacion de H. pylori: claritromicina, amoxicilina, metronidazol,
levofloxacina, tetraciclina y rifabutina. Las diferentes pautas de tratamientos
dependeran de la combinacién de los antibiéticos utilizados y el uso o no de

inhibidores de bomba de protones (IBP) o sales de bismuto.

Las pautas mas utilizadas actualmente son la combinacion de IBP (Inhibidor de
Bomba de Protones), claritromicina y amoxicilina, conocida como la terapia triple
estandar, o la cuadruple terapia que incorpora sales de bismuto, un IBP y dos de
los citados antibioticos.

La toma de antibidticos puede ser secuencial (5 dias de amoxicilina con IBP y 5
dias de IBP con claritromicina y metronidazol), concomitante (10 dias de IBP con
amoxicilina, claritromicina y metronidazol) o tratamientos hibridos (7 dias de
amoxicilina con IBP y 7 de IBP con amoxicilina, claritromicina y metronidazol)
(Kavitt & Cifu, 2017).

A la hora de plantear un tratamiento es importante contar con el perfil de
resistencia antimicrobiana de cada paciente ya que podremos suministrar el
régimen antibidtico mas adecuado logrando un tratamiento mas eficaz con
menos efectos secundarios (Alba, Blanco, & Alarcon, 2017) y menor probabilidad

de aparicidon de cepas resistentes.

No podemos olvidar que el uso de varios antibidticos incrementa el riesgo de
efectos secundarios en los pacientes (Chey et al., 2017) y la presencia de
mecanismos de resistencia en H. pylori afecta a la eficacia del tratamiento
antimicrobiano para perjuicio de éstos. Este ultimo es un problema creciente que
se ha visto incrementado por el aumento del uso indiscriminado de antibidticos

en las ultimas décadas.
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2.2 Estudio del microbioma y sus limitaciones

A pesar de que los organismos unicelulares fueron las primeras formas de vida
en encontrarse de manera omnipresente en “casi” todos los posibles ambientes
que pueden darse en la tierra, no fueron descubiertos hasta 1677. Un
comerciante de telas llamado Antony van Leeuwenhoek fue el primero en realizar
observaciones de “animalculos” y desde este punto despegé el estudio de los
diferentes microorganismos. En esa época también se empezo6 a ver una cierta
relacion entre los microorganismos con el ser humano cuando se empezaron a
distinguir microorganismos en la placa dental. Actualmente se estima que el
numero total de bacterias, solo en el océano, es de 1,3 x10%° y aunque tenemos
tendencia a verlas desde un punto de vista patogénico existen solo 1.400
especies patogénicas para el ser humano (incluyendo virus, bacterias, hongos,
protozoos y helmintos). Este numero representa menos del 1% del total de
especies del planeta (“Microbiology by numbers,” 2011) .

Si nos centramos en el cuerpo humano encontramos que la mayoria de bacterias
se localizan en el colon con una estimacion de 0,9 x10'" bacterias/g heces
humedas que a un volumen medio, en una persona adulta de 70 kg, de 480 mL
hacen 3,9 x 103 (Sender, Fuchs, & Milo, 2016b). En el resto del cuerpo humano
se estima un numero de bacterias de, como mucho, 10?2 dandonos un ratio 1:1

de células bacterianas con células humanas (Sender, Fuchs, & Milo, 2016a).

No es de extrafiar que, con una relacion tan estrecha entre los microorganismos
y nosotros, no surjan diferentes relaciones tanto de comensalismo, como de
parasitismo; pero, sin lugar a duda, también hay una clara tendencia a relaciones
simbidticas, las cuales han ido coevolucionando conforme nos hemos ido
desarrollando y adaptando como especie. Esta coevolucion nos ha
proporcionado una serie de beneficios fisiolégicos como pueden ser a la
digestion (Jandhyala et al., 2015), a la mejora del sistema inmune (Belkaid, 2015)
y a la proteccion frente a patégenos (Ubeda, Djukovic, & Isaac, 2017) entre otros.

Todos estos beneficios no se pueden atribuir a una unica especie en particular,
sino que es el resultado de una compleja interaccion de todos los

microorganismos tanto entre si como con el hospedador.
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Descubrir esas relaciones, identificar todas y cada una de las partes de las
diferentes vias de interaccion y, finalmente, una posible modulacion de las
relaciones individuales, seran los diferentes puntos de partida de todos los

estudios de microbioma.

Las técnicas de secuenciacion masiva fueron desarrolladas en la década de los
90 para suplir las limitaciones de las técnicas clasicas dependientes de cultivo,
permitiéndonos obtener un mejor conocimiento de las comunidades microbianas.
Estas técnicas nos han aportado una ingente cantidad de informacioén y ha
surgido la necesidad de herramientas potentes y practicas que nos ayuden a
estudiar las complejas interaccion y relaciones del mundo microbiolégico. Con
ello en mente, surgieron las denominadas herramientas “bioinformaticas” que en
los ultimos 20 afos, han realizado importantes contribuciones a la ciencia, tanto
en forma de reservorios de datos como en capacidad de analisis. Las
investigaciones clinicas y biolégicas actuales son un claro ejemplo de ello, siendo

solo el preludio de lo que esta aun por llegar.

2.2.1 Revision de definiciones

Desde que en 1920 fuera acufada la palabra genoma por el botanico aleman

Hans Winkler para referirse a la totalidad de genes presentes en una célula, el

sufijo “—oma” ha ido derivando su significado. El sufijo “-oma” proviene del
término griego “-6ma” que significa “resultado de un proceso” o “‘tumor” (tenemos
muchos ejemplos de ello con palabras como el adenoma o el linfoma siendo un
tumor de las glandulas o un tumor de los tejidos linfaticos, respectivamente) que

derivé a masa o conjunto de algo.

Este neologismo ha sido utilizado desde su acufiacién por la biologia molecular
derivando al sufijo “~6mico/a” para referirse al estudio de ese conjunto, como es
el ejemplo de la gendmica, estudio del conjunto de genes o protedmica para

referirse al estudio de las proteinas.

Esto, junto al uso de la informatica, de los ordenadores y de los programas que
nos ayudan en el dia a dia ha ido calando en nuestra sociedad y se encuentra

tan unida a la rama clinica y la ciencia que no concebimos una sin la otra, como
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si hubieran ido de la mano desde el principio de los tiempos, cuando, en realidad,

no fue asi.

Podemos remontarnos a muchos eventos histéricos: cuando se acufid por
primera vez la palabra “genoma” en 1920 o cuando en 1953 Watson y Crick
propusieron la estructura de doble hélice del ADN (Ubeda et al., 2017) o tal vez
cuando se secuenco la primera proteina (insulina bobina) por F. Sanger en 1955
(Sanger, 1959). Todo ello sin siquiera la existencia del primer circuito
integrado,ideado por Jack Kilby en los laboratorios de Texas Instruments en
1958.

Las herramientas han ido evolucionando y la ciencia con ellas, hasta el punto de
qgue no solo somos capaces de conocer el genoma de una unica célula, sino que
somos capaces de conocer todo el material genético de una muestra de estudio
con un numero muy elevado de células. A este tipo de estudios se les denomina
metagendmicos, siendo el estudio de todo el material genético de todas las
células de la muestra, incluyendo plasmidos, y destacando el potencial genético
de la poblacion. Podemos estudiar el ARN total transcrito por medio de los
estudios metatranscriptomicos, todos los metabolitos producidos por medio de
los estudios metametaboldmicos o a nivel proteico con los estudios

metaprotedmicos.

Podemos realizar busquedas selectivas de genes como pueden ser los genes
de resistencia y realizar un estudio de resistoma o utilizar un gen marcador que
sea lo suficientemente diferente entre cada especie de microorganismo como
puede ser gen 16S ARNr y realizar estudio metataxondmicos. El siguiente salto
es conocer no solo los microorganismos sino todos sus metabolitos y el ambiente

de la muestra, estos serian los estudios de microbioma.

Es necesario definir qué es una especie bacteriana ya que, aunque la pregunta
surgio en el siglo XIX, no fue hasta 1987 cuando se llegd a un primer consenso:
una especie bacteriana es una coleccion de cepas que se caracterizan por
compartir una similitud del 70% o mas en experimentos de hibridacion ADN-ADN
con una variacion de temperatura no superior a 5 grados (Wayne et al., 1987).
La definicion fue ampliada y se recomienda la identificacion polifasica, utilizando

criterios fenotipicos a la par que la secuenciacion (Stackebrandt et al., 2002).
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Actualmente se afiadio la similitud media de sus genes compartidos en un 94-
96% y una identidad del gen 16S de en torno a 98,7% (Richter & Rossell6-Mora,
2009).

2.2.2 Microbioma humano

Como “seres humanos” somos mas un ecosistema que un “ser”’. Se estima una
relacion de 23.000 genes humanos por mas de 3 millones de genes bacterianos.
Ya desde antes del nacimiento vamos formando nuestro “pequefio ecosistema”
donde hay translocacion de las bacterias dede la placenta al embridon “no nato”
(Gomez-Arango et al., 2017). Pero sin lugar a duda es en el nacimiento donde
nos colonizamos con una gran variedad de microorganismos (Favier, De Vos, &
Akkermans, 2003) y podemos empezar a utilizar el término de microbiota. Asi
pues, la microbiota humana seria todo el conjunto de microorganismos que
residen en nuestro cuerpo (tantos hongos, virus, parasitos, arqueas vy, por
supuesto, bacterias). Esta relacién de los microorganismos con nosotros y
nosotros con ellos dependera de las diferentes regiones anatomicas y
condiciones fisiologicas, dandonos diferentes perfiles de microbiota que se han
adaptado a cada una de ellas (B. Wang, Yao, Lv, Ling, & Li, 2017).

2.2.3 Funciones de la microbiota

De todos los posibles nichos, es en el intestino donde la microbiota, por su gran
importancia funcional/operacional para el hospedador, es considerada como “el
organo olvidado” (O’Hara & Shanahan, 2006) y ha atraido el interés de la
comunidad cientifica. Por poner unos ejemplos donde la microbiota desempefia
un papel relevante tenemos: la digestion de restos de fibra con un fuerte impacto
en la salud del hospedador (Makki, Deehan, Walter, & Backhed, 2018), la
liberacion de metabolitos beneficiosos para el hospedador (Martinez, Leone, &
Chang, 2017), la proteccion contra microorganismos patdgenos (tanto por
exclusién competitiva como por la produccion de metabolitos) y regulacion de la
inmunidad (Ubeda et al., 2017).



Introduccién

Este hecho esta cambiando el paradigma de la microbiologia clinica donde un
microorganismo es el causante de una enfermedad infecciosa. Con el tiempo se
ha vuelto claro que algunas bacterias comensales pueden proteger a su
hospedador por ellas solas, lo que se conoce como “resistencia por colonizacién”
gracias a la produccion de metabolitos, mejorando el sistema inmunitario del
hospedador (Buffie & Pamer, 2013), mientras que otras veces lo hace en funcién
de toda la comunidad microbiana “resistencia por comunidad”, siendo este ultimo
el origen de los trasplantes fecales (del Campo, Alarcon, D’Auria, Delgado, &
Ferrer, 2018). Con todo ello, se empieza a tratar la enfermedad microbiana como
una perturbacion del estado de equilibrio de la microbiota, que seria el estado de
salud. A esa perturbacion la denominamos disbiosis y para conocer la extension
de esa disbiosis no bastaria solo el cultivo, aislamiento y caracterizacion de los
microorganismos patdgenos, sino que seria necesario caracterizar y modular

toda la microbiota del paciente para devolverla a su estado de equilibrio.

2.2.4 Técnicas para el estudio de la microbiota

Intentar imponer el cultivo de todos los microorganismos como método de
estudio, a parte del problema del tiempo y los recursos necesarios, es
técnicamente imposible. Lamentablemente, la inmensa mayoria de los
microorganismos son considerados “bacterias viables pero no cultivables”
estimandose la recuperacion por cultivo en solo un 20% de los microorganismos
totales a fecha de la publicacién (Eckburg et al., 2005) aunque con el tiempo se

van pudiendo recuperar mas.

Esta limitacién técnica esta llevando a multiples autores a plantearse nuevas
férmulas, suplementos o condiciones de cultivo para poder abarcar el mayor
numero de microorganismos posible. A esta técnica se la denomina culturémica,
mediante la cual el abanico de especies cultivables crece, pero a expensas de
un numero de condiciones tanto de temperatura, tipo de atmdsfera o tiempo de
incubacion y medios de cultivo muy elevado haciéndose, en la practica,

inabarcable para un laboratorio microbiolégico clinico (Lagier et al., 2018).
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En los ultimos afos estan surgiendo técnicas de secuenciacion no dependientes
de cultivo, las cuales, gracias al abaratamiento de los costes junto al desarrollo
de aplicaciones y analisis bioinformaticos estan siendo dia a dia mas accesibles
y faciles de implementar para abordar el estudio de estas comunidades
microbianas complejas con una gran aceptacion por la comunidad cientifica.
Estas técnicas tienen la capacidad de distinguir organismos individuales en una
muestra compleja a partir del material genético de los mismos permitiendo

estudiar comunidades microbianas.

Con las nuevas técnicas de secuenciacion masiva somos capaces de detectar,
sin necesidad de cultivo, todo el material genético de la muestra, amplificarlo y
secuenciarlo independientemente del estado de viabilidad de las bacterias
presentes, convirtiendo asi las muestras en pequefos ecosistemas. Estas
técnicas vienen con sus propios desafios técnicos, como la correcta
identificacion de esos microorganismos los cuales no han sido aun
correctamente caracterizados, la necesidad de utilizar el gen 16S rRNA o utilizar
fragmentos de secuencias relativamente cortos que no abarquen el gen entero
(Yarza et al., 2014).

2.2.5 Clasificacion taxonémica

El camino para determinar las comunidades microbianas empezd cuando
podiamos detectar aquellas especies que, mediante técnicas tradicionales
dependientes de cultivo, conseguiamos identificar. Con este protocolo se llevan
a cabo multitud de clasificaciones y se va ganando el conocimiento necesario
para llevar a cabo su ordenacién mediante su genoma, pero también mediante
su morfologia, bioquimica, metabolismo, patogenicidad e incluso epidemiologia
(Cowan, 1971). De todo ello se encarga la denominada rama de la sistematica,
utilizada en la categorizacion de las especies microbianas. Estas técnicas
requieren de tiempo y son especialmente dificiles de llevar a cabo con bacterias
con requerimientos metabdlicos complejos. En consecuencia, tenemos
aproximadamente 11.000 identificaciones entre bacterias y archeas. Se estima
que serian necesarios mas de 1.000 afos para clasificar todas las especies
restantes a la velocidad actual (Rossell6-Mora, 2012).
~3]~
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Ya sea por un método o por otro, el objetivo final es poder identificar todos esos
microrganismos, o al menos clasificarlos dentro de algun nivel taxonémico. Se
ha demostrado la importancia, tanto de la abundancia como de la diversidad
microbiana, en la salud de los organismos eucariotas. Este hecho ha puesto de
manifiesto en la comunidad cientifica la necesidad de entender mejor tanto la
composicion como el rol que cada uno de esos microorganismos tiene en el

hospedador haciendo falta poder distinguir un microorganismo de otro.

Desde 1965 se han utilizado las proteinas y los acidos nucleicos como
cronébmetros moleculares ya que muchas de estas macromoléculas
experimentan mutaciones por azar y aumentan con el paso del tiempo de una
manera lineal. Entre todas las macromoléculas, el acido ribonucleico ribosomal
(ARNr), y en particular el de la region 16S, es el mas utilizado para los estudios

de filogenia y taxonomia bacterianas.

Los ribosomas son organulos con una alta complejidad y especialidad,
constituidos por 2 subunidades de diferente tamano. La subunidad grande
presenta un indice de sedimentacién de 50S (unidades de Svedberg) y la
pequena de 30S. Es esta ultima la mas utilizada para los estudios de taxonomia
y evolucion y esta compuesta a su vez por 21 proteinas diferentes y el ARNr 16S.
El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 nucledtidos
(nt) dividido a su vez en 9 regiones variables entre las que se encuentran
regiones muy conservadas. Las mutaciones en este gen suelen tener un efecto
letal en las bacterias y en las que el efecto no es letal no aportan una ventaja
competitiva frente a las que no la presentan, por lo que la evolucion de este gen
es relativamente lenta haciéndolo idoneo para estudios de evolucion y

taxonomia.

El gen ARNr 16S es ampliamente utilizado para estudios de la microbiota por su
gran numero de ventajas, aunque plantea también una serie de problemas
técnicos: El numero de copias del operdn ribosémico no es el mismo en todas
las bacterias, pudiendo variar de entre 1 a 15 copias. Estas copias a su vez no
tienen por qué ser perfectamente homodlogas pudiendo haber una pequeia
heterogeneidad la cual puede llegar al 1,4% en algunas cepas como las de
Veillonela (Marchandin et al., 2003). Estos dos factores ponen de manifiesto los
problemas principales de la técnica: no es realmente cuantitativa, ya que el
~3)~
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numero de copias en cada genoma es diferente y la necesidad de delimitar muy

bien el porcentaje de variacién aceptable para cada especie bacteriana.

De acuerdo con la definicion de especie bacteriana se ha demostrado que las
cepas de la misma especie generalmente presentan una similitud mayor del 97%
en el gen del ARNr 16S. Asi pues, cepas con una disimilitud mayor al 97% en el
gen del ARNr 16S es improbable que pertenezcan a la misma especie
(Stackebrandt & Goebel, 1994). A pesar de esto se han encontrado cepas de
Mycobacterium chlonae y Mycobacterium abcessus con una similitud inferior al
50% en experimentos ADN-ADN y con una similitud del 99% en el gen ARNr 16S
por lo que no se aportara siempre una identificacion definitiva a nivel de especie
(Patel, 2001).

En general, un porcentaje de disimilitud mayor al 94,5% es una buena evidencia
para distinguir géneros, 86,5% para la diferenciacion a nivel de familia, 82% para
diferenciar 6rdenes, 78,5% clases y un 75% es necesaria para poder distinguir
entre filos (Yarza et al., 2014).

Con todo ello, el estudio del gen 16S ARNr ha abierto un nuevo paradigma en la

microbiologia con la posibilidad de poder estudiar poblaciones bacterianas.

Como hemos dicho, hay microorganismos que aun no han sido identificados o
no disponemos de una nomenclatura para poder referirnos a ellos, en tal caso

se realiza una clasificacion artificial y en cierta medida subjetiva.

Por norma general los estudios metataxonémicos precisan de miles a millones
de secuencias del gen 16S ARNr por estudio. Esas secuencias pueden ser
clasificadas por variantes con exactamente la misma secuencia de nucleétidos
repetida a lo largo de diferentes secuencias, denominandose secuencias
variantes de amplicon o ASVs por sus siglas en ingles “Amplicon Sequence
Variants”. Esas secuencias pueden compararse entre si y unir las que tengan un
gran parecido o similitud. Normalmente, la similitud entre 2 secuencias se calcula
como el porcentaje de sitios que concuerdan en una alineacién de secuencias
por pares, siendo el umbral utilizado el del 97%, derivado de los estudios sobre
el gen ARNr 16S y generando una nueva secuencia que sea representativa de
las secuencias. Estas secuencias representativas de cada grupo de secuencias

son las denominadas OTUs, del inglés “Operational Taxonomic Unit” pudiendo
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reducir el analisis a unos pocos miles de secuencias representativas a las cuales

se las realizara la asignacion taxondmica frente a las bases de datos.

La clasificacion por OTUs y la seleccién de las secuencias representativas de
cada grupo de secuencias es un paso fundamental y ampliamente controvertido.
La eleccion del 97% de similitud entre las secuencias esta fijlado como vimos
previamente por los estudios sobre el gen ARNr 16S, pero los métodos de
secuenciacion actuales solo suelen abarcar de 1 a 3 regiones hipervariables de
dicho gen. Esto podria no ser suficiente para determinar con exactitud especies

diferentes, lo que conduce a una subestimacion de la diversidad real.

2.2.6 Estudios de diversidad

Una vez clasificados los microrganismos en ASVs, OTUs o en taxones,
necesitamos las herramientas, tanto tedricas como practicas, para el estudio de
la diversidad. Para ello, se han recogido muchos conceptos clasicos de evolucién
y ecologia de eucariotas con las dificultades que ello conlleva. Algunos de esos
conceptos son: reposicion intergeneracional (muy rapida en bacterias
comparada con eucariotas), presiones bidticas (se incluyen las interacciones con
la defensas del hospedador o el propio control activo del hospedador como la
toma de antibidticos selectivos, probidticos, etc.), produccion de metabolitos
libres (muy comun en la microbiota intestinal y raro entre eucariotas), efectos
directos sobre el ecosistema (produccién de antibiocinas, cambios en el pH, etc.)
o mediciones de la diversidad y riqueza de especies entre otros. Aun asi, se han
visto modelos muy interesantes que comparten muchas analogias: ocupacion de
un habitat desocupado (desarrollo de la microbiota en recién nacidos), formacién
del ecosistema después de una alteracion (toma de antibiéticos) o incursion de
una especie invasiva (el contexto de un patégeno) (Costello, Stagaman,
Dethlefsen, Bohannan, & Relman, 2012).

Ademas del significado que tiene en si misma la diversidad, pudiendo entenderse
como el numero efectivo de taxones en la muestra (riqueza de taxones) o como
el grado en el que las diferentes especies son similares en cuanto a su

abundancia (equitatividad), es un parametro util en el estudio de las
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comunidades microbianas. En 1972 se acufiaron 2 de los términos mas utilizados
en el estudio de la microbiota: diversidad alfa y diversidad beta con los cuales
vamos a poder medir, comparar y agrupar las distintas comunidades microbianas
(Whittaker & Whittaker, 1972).

La diversidad alfa se define como la relacion de la riqueza y la equitatividad de
los taxones que se encuentran en la muestra. Se puede medir matematicamente
y para ello solo necesitamos el numero total de taxones y el numero de
microorganismos en cada taxon. Con ello podremos calcular abundancias
relativas y calcular los indices de diversidad. Los indices de Shannon-Wiener y
Simpson son los indices de diversidad ecoldgica mas utilizados para cuantificar
la diversidad de cada muestra. El indice de Shannon-Wiener (1) fue postulado
en 1949 y se utiliza para medir la entropia del resultado del muestreo. Sus
componentes principales son pi (siendo el porcentaje de la comunidad explicada

por el taxdn i 0 abundancia relativa) y S, el numero de especies.

H=—Y7_1(p;log, p;) (1)

El indice de diversidad de Simpson (2), también postulado en 1949, mide la
probabilidad de extraer al azar dos secuencias de una muestra y pertenezcan al

mismo taxén o dicho de otro modo la dominancia de los microorganismos.

S=1-Yp/ (2)

Al hablar de la riqueza de los taxones determinar el numero y la identidad de los
taxones que se comparten entre diferentes individuos, es actualmente una de las

principales cuestiones de investigacion.
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La diversidad beta se define como el estudio comparativo de los perfiles de los
taxones entre las diferentes muestras. Estas comparaciones pueden ser a
multiples niveles donde los 2 principales son: la comparacion por
presencia/ausencia de los taxones de las muestras y la comparacién por la

abundancia relativa de esos taxones.

Los coeficientes mas utilizados son el coeficiente binario de Jaccard para
estudios de comparacion presencia/ausencia y el coeficiente de Bray-Curtis para
estudios de comparacién por abundancias relativas. Otros coeficientes mas
especificos para los estudios de microbiota son los coeficientes Unifrac
“‘unweighted” para estudios de presencia/ausencia y el coeficiente Unifrac
“‘weighted” para estudios de comparacidn por abundancia relativas. Estos ultimos
presentan la peculiaridad de realizar los estudios incorporando la informacion
sobre la relacion filogenética de los taxones observados en el estudio (Lozupone,
Hamady, Kelley, & Knight, 2007).

El resultado de la aplicacién de estos indices es la construccion de 2 matrices de

distancia triangulares de las muestras.

Entre los taxones comunes, tienen especial interés aquellos que estan presentes
en todas o, al menos, en una gran mayoria de las muestras. A estos taxones
comunes se les conoce como taxones core. El numero de taxones core esta muy
condicionado a la profundidad de secuenciacién y a la prevalencia requerida de
dichos taxones dentro de las muestras de estudio (Salonen ef al., 2012).

Esto hace fundamental definir en cada estudio las condiciones que tienen que
cumplir dichos taxones para poder ser incluidos dentro de la categoria de core.
En esta tesis se entendera como microbiota core aquella microbiota con una
abundancia relativa minima del 0,01% en, al menos, el 80% de las muestras
dentro de los diferentes grupos de pacientes. Para ilustrar esta definicion se

presenta el siguiente ejemplo tedrico con un unico taxon:

“‘De un total de 100 pacientes, 50 pacientes fueron diagnosticados

como positivos y 50 como negativos a infeccién por H. pylori”.
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“Entre los pacientes positivos se detectaron secuencias de bacterias
pertenecientes al género Helicobacter, con una abundancia relativa
mayor del 0,01%, en 48 de ellos. Por otro lado, en los pacientes
negativos se detectaron secuencias de bacterias pertenecientes al
género Helicobacter, con una abundancia relativa mayor del 0,01%, en
20 de ellos”.

Al analizar la microbiota core el género Helicobacter no formaria parte
de la microbiota core general (se ha detectado solo en 78 de los 100
pacientes) pero si formara parte de la microbiota core de los pacientes

positivos (se ha detectado en 48 pacientes del total de 50 (el 96%)).

2.2.7. Microbioma gastrico

El ecosistema gastrico presenta una serie de particularidades dentro de todo el
tracto gastrointestinal que lo convierten en un ambiente hostil para la
supervivencia, y mas aun para la colonizacion, de las posibles bacterias que
puedan llegar a él. Este hecho, viene fundamentado principalmente en los jugos
gastricos, una mezcla de componentes de enzimas proteoliticas y acido
clorhidrico que crea un ambiente muy acido (pH de 1-2) con capacidad protectora
y digestiva (Martinsen, Bergh, & Waldum, 2005).

Los primeros estudios sobre microrganismos en el estbmago provienen de antes
del aislamiento de H. pylori en 1982. Por ejemplo, en 1977 Savage et al.
consiguieron aislar bacterias de muestras gastricas con una abundancia media
de 10® UFC/g entre las que se encontraban bacterias de diferentes géneros
como Bifidobacterium, Streptococcus, Clostridium, Lactobacillus y Veillonella

entre otros (Savage, 1977).

Sin embargo, estos hallazgos fueron catalogados como bacterias transitorias al
ser bacterias que estan presentes a lo largo de todo el tracto intestinal y no como

bacterias que habian colonizado el estomago.
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Con el aislamiento de H. pylori por Barry Marshal y Robin Warren en 1982
(Marshall & Warren, 1984) el paradigma del estdmago como un ambiente estéril

0 como organo de transicién bacteriana se rompid.

Actualmente, tanto estudios dependientes de cultivo con medios mas selectivos
y optimizados (Delgado, Cabrera-Rubio, Mira, Suarez, & Mayo, 2013) como
estudios independientes de cultivo como las herramientas actuales de
secuenciacion masiva y metataxonomia permiten distinguir no solo la presencia

de H. pylori sino de todo un ecosistema gastrico.

Actualmente, los aislados procedentes de muestras gastricas muestran un
numero muy limitado de bacterias viables (aproximadamente se encuentran 103
unidades formadoras de colonias por mL de fluido gastrico). Con este numero
tan reducido se hace realmente muy dificil determinar toda la comunidad

bacteriana que puede abarcar el ecosistema gastrico.

Bik et al. en el afio 2006, utilizando el analisis del gen 16S rRNA, analizaron
1.833 secuencias entre las que encontraron 128 secuencias bacterianas
diferentes (Bik et al., 2006). Li et al. (2009) analizaron 1.223 secuencias
obteniendo resultados muy similares en muestras de diferentes paises. En
ambos estudios se encontraron una gran abundancia de Streptococcus y

Prevotella, sumando entorno al 50% de las secuencias totales (Li et al., 2009).

Tanto en estos estudios como en el de Delgado et al. (2013), se validaron las
técnicas de secuenciacion masiva por pirosecuenciacion junto con técnicas
dependientes de cultivo y se compararon los resultados. Detectaron que las
bacterias pertenecientes a los géneros Streptococcus, Propionibacterium y
Lactobacillus eran las mas abundantes tanto por cultivo como por

pirosecuenciacion (Delgado et al., 2013).

En 2015 Tsuda et al. encontraron una gran abundancia de Streptococcus y
Prevotella junto a bacterias del género Rothia y Neisseria entre los 5 géneros

mayoritarios (Tsuda et al., 2015).

En todos estos estudios se demostré que la microbiota gastrica es mucho mas
compleja de lo que podria parecer a simple vista y que queda mucho por saber

sobre la relacion entre H. pyloriy el resto de las bacterias gastricas.
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Multiples estudios se han centrado en el efecto que provoca H. pylori en el resto
de la microbiota gastrica pero no se ha descrito el efecto que tiene el resto de la
microbiota sobre H. pylori. Todo ello puede complicarse debido a la dificultad que
entrana comparar diferentes estudios que, por sus métodos, protocolos de
trabajo o bases de datos de referencia hace que haya una gran variabilidad en
los resultados. Esto, dificulta la construccion de modelos matematicos que nos
permitan inferir el resto de posibles factores que pueden afectar tanto a la
infeccion como a diferentes patologias derivadas de la misma en los seres

humanos (llianov lliev et al., 2019).

2.2.8 Importancia del microbioma en las patologias gastricas

H. pylori limita la produccién de acido gastrico mediante la produccién de
mediadores de inflamacién afectando progresivamente a las glandulas gastricas

y conllevando eventualmente una gastritis atrofica (Blaser & Atherton, 2004).

Esta reduccion de las secreciones gastricas va acompanada de un aumento del
pH en las zonas gastricas afectadas, lo que facilita la supervivencia de diferentes
microorganismos en el ambiente gastrico. El como esta microbiota alterada
puede interactuar con H. pylori o como puede afectar al desarrollo de

enfermedades gastricas como el cancer gastrico no esta del todo comprendido.

Estudios previos, como el de Lofgren et al. (2011), demostraron la importancia
de la microbiota mediante el uso de ratones libres de gérmenes. En ellos se
aprecio una menor velocidad en el desarrollo de gastritis atrofica y cancer
gastrico frente al grupo con una microbiota normal (Lofgren et al., 2011).

Una de las hipotesis discutidas por M.J. Blaser (2004) sobre la capacidad
carcinogénica de H. pylori trata de la produccion de compuestos carcinogénicos
N-nitrosos por medio de diferentes bacterias nitrificantes que utilizan los

compuestos con nitrogeno del fluido gastrico (Blaser & Atherton, 2004).

Entre esas bacterias podemos encontrar a: Escherichia, Lactobacillus,
Nitrospirae, Clostridium, Veillonella, Haemophilus o Staphylococcus (Jo et al.,
2016; Mowat et al., 2000; L. Wang et al., 2016; Williams & McColl, 2006).
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Por otro lado, bacterias pertenecientes a los géneros Streptococcus, Prevotella
y Neisseria estan asociados a un menor riesgo de desarrollar cancer gastrico
(Ferreira et al., 2018; I. Yang et al., 2016).

En los estudios de Ferreira et al. (2018) caracterizaron la microbiota gastrica de
pacientes con carcinoma gastrico con una reduccién de la diversidad
microbiolégica principalmente representada por Dbacterias intestinales
comensales. Este perfil bacteriano presentaba un incremento de la funcion
nitrato reductasa (Ferreira et al., 2018).

Todos estos estudios nos incitan a pensar que la microbiota gastrica esta
involucrada en la carcinogénesis gastrica, por ello, el inicio y el desarrollo de la
carcinogénesis podrian ser controladas mediante la modificacion de la
microbiota. Esto podria incrementar la tasa de éxito terapéutico y finalmente
ayudar en una prevencion precisa contribuyendo en estrategias de tratamientos
personalizados (Peng, Li, Hu, & Lu, 2019).

Se conocen varios moduladores de la microbiota gastrica, Koga et al. (2018)
sugiere que el aumento del consumo de medicamentos antiacidos como los
inhibidores de bombas de protones genera un aumento de la masa microbiana
en el estbmago haciendo que sea mas facil su migracion al intestino (Koga,
Ohtsu, Kimura, & Asami, 2019).

Se ha estudiado el efecto de los probidticos en modelos animales y se ha
observado que parecen influir en la colonizacion de H. pylori y atenuan la
inflamacion gastrica inducida por esta bacteria (Isobe et al., 2012; Kabir et al.,
1997).

También se ha observa que H. pylori no solo modula la microbiota gastrica sino
que es capaz de afectar de manera significativa a la microbiota intestinal. En
poblaciones pediatricas se ha observado que aquellos nifios asintomaticos de
entre 6 y 12 afios tienen hasta el doble de probabilidades de tener un incremento
en numero y variedad de bacterias en su microbiota de colon (Benavides-Ward
et al., 2018; Brawner et al., 2017a).

El ambiente gastrico es una barrera frente a multitud de microorganismos y es

fundamental profundizar en su conocimiento para conocer cual es su microbiota,
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coémo cambia con las diferentes patologias y poder modularla para realizar

tratamientos personalizados.

2.3 Herramientas bioinformaticas

La bioinformatica queda definida por la Real Academia Espafiola como “La
aplicaciéon de la informatica a la investigacion biomédica.” Es una disciplina en
continua evolucién con un desarrollo exponencial afio tras afo por lo que no es

de extraiar que esta definicion pueda ser actualizada con el paso de tiempo.

La disciplina de la bioinformatica surge como el esfuerzo y unién interdisciplinar
de la biologia molecular, la genética (gendmica, protedémica y transcriptomica
entre otros), las ciencias biomédicas (epidemiologia genética y molecular), las
ciencias de la computacién, las matematicas, la fisica y la estadistica para
ofrecer soluciones a los problemas de la investigacion en ciencias (en especial
ciencias de la salud y biolégicas) que tratan una ingente cantidad de datos, cada
dia mayor y mas compleja. Asi pues, la bioinformatica aplica los principios de la
ciencia de la informacion y tecnoldgicas para hacer uso de esos vastos, diversos

y complejos datos de las ciencias de la vida.

2.3.1 Proteémica

La protedbmica se empezd a utilizar en microbiologia clinica con la
implementaciéon de la espectrometria de masas “Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight” (MALDI-TOF MS) y, desde entonces, los

meétodos y tiempos de diagndstico han vivido una gran revolucion.

El MALDI-TOF consiste en una técnica de ionizacion suave con un
espectrometro de masas con un analizador de tiempo de vuelo. Con ello,
podemos separar y analizar diferentes moléculas segun su masa y su carga
mediante la medicion de un flujo de iones acelerados por impulso de campo
eléctrico. La trayectoria y los tiempos seran proporcionales a la masa y la carga

de cada uno de esos iones.
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En microbiologia esto nos proporciona un espectro caracteristico para cada
especie dada en base a macromoléculas como las proteinas de diversos
tamanos pudiendo llegar a 100kDa, siendo una técnica rapida e innovadora para

la identificacion bacteriana (Sauer et al., 2008)

Se suele disponer de la muestra (generalmente una colonia bacteriana o fungica
pudiendo haber sido pretratada o no) sobre la placa metalica a la cual se le ahade
la matriz. La matriz sera clave para absorber la energia del laser y ayudar en la

desorcioén de los iones de la muestra.

Cada analisis producira un espectro en el que cada pico corresponde con un tipo
de molécula y sera necesario su comparacion con una base de datos de
espectros para poder realizar una identificacion correcta. Sera pues fundamental
contar con una muy buena base de datos de referencia para mejorar las

determinaciones.

2.3.2 Secuenciacion masiva

A partir de que Fred Sanger y sus colaboradores describieron en 1977 un nuevo
mecanismo que permitia secuenciar y determinar el orden de los nucleétidos (A,
C, G y T) a partir de un oligonucleétido de ADN (Sanger, Nicklen, & Coulson,
1977), la biologia molecular en este campo no ha parado de crecer y cambiar
conforme han ido surgiendo nuevas tecnologias, adaptandose a herramientas
mas baratas y eficientes como son las herramientas de secuenciacion masivas
o “Next-generation sequencing”. Con el paso de los afos estas herramientas han
ido aumentando tanto su precisidn como su rendimiento ya que nos permiten
obtener, de miles a cientos de miles de secuencias en una unica carrera o
proceso, ofreciendo todo un nuevo abanico de posibilidades: secuenciacion de
genomas enteros, secuenciacion de transcriptomas completos (RNA-seq),
estudios epigenéticos (como son los estudios de metilacidn), identificaciones

metataxondmicas, etc.-

La identificacion taxonomica de los microorganismos a partir del gen ARNr 16S
siempre implica 4 etapas independientemente de la plataforma o técnica

utilizadas: extraccion del material genético, amplificacion del gen ARNr 16S,



Introduccioén

determinar la secuencia del amplicén y finalizar con el analisis correcto de la

secuencia.

Las diferentes plataformas o técnicas presentan diferentes enfoques para
abordar estas etapas las cuales también dependeran del tipo y numero de

muestras que queramos analizar.

Conocer las diferencias entre las diferentes plataformas junto con sus
limitaciones es fundamental para poder confirmar o refutar diferentes
publicaciones previas. Esto hace importante no olvidar plataformas, que a pesar
de no seguir disponibles en el mercado, tuvieron una gran importancia en la
ciencia como es el caso de la plataforma 454 Life Sciences GS FLX System (GS
FLX) de Roche.

-lllumina (MiSeq, HiSeq y NextSeq): su tecnologia se basa en la
polimerizacién del ADN, incorporando nucle6tidos marcados con
fluorescencia. Esta técnica es una de las mas potentes en cuanto a
informacion generada y costes. Permite secuenciar fragmentos pareados
de 300 pares de bases. Las diferencias entre los secuenciadores radican
principalmente en el numero de secuencias que pueden producir (HiSeq
300 millones y MiSeq 25 millones), lo que se refleja en el tiempo de
procesado de las muestras (1 semana comparada con 1 dia) y en su precio
(2 veces mas caro HiSeq). Con todo esto vemos que cada tecnologia
resulta interesante para diferentes proyectos que necesiten un numero

mayor o menor de secuencias.

-lon Torrent (PGM y S5): detecta los iones H* liberados por la polimerasa
tras la incorporacion de un nucleétido. Esta tecnologia permite ahorrar
costes y tiempo respecto a otras tecnologias permitiendo secuenciar

fragmentos de 100 pares de bases.

-SOLID (Life Technologies): tecnologia de secuenciacion por ligacién de
una bateria de octameros marcados con fluorescencia. El tamafio de las
secuencias es significativamente mas bajo, permitiendo secuenciar

fragmentos de 75+35 pares de bases.
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-Roche/454FLX: estuvo ampliamente extendida entre los afios 2007 y 2015
hasta que fue discontinuado a mediados del afio 2016. Se trata de una
técnica de pirosecuenciacion basada en la polimerizacién no fluorescente
midiendo la liberacién de pirofosfato mediante una serie de reacciones
enzimaticas liberando luz en cada incorporacién de un nucledtido; esto
produce imagenes que se analizan y, una vez interpretadas por el
ordenador, devuelven las secuencias de nucleétidos. Su ventaja radicaba
en tamafio de las lecturas generadas, permitiendo secuenciar fragmentos
de alrededor de 400 pares de bases. Su gran inconveniente eran los costes

y la dificultad de secuenciacién de regiones homopoliméricas.

Continuamente se estan desarrollando nuevas tecnologias para suplir las
deficiencias de las anteriores (principalmente longitud de las secuencias,
facilidad de uso, tasa de error y tiempo de analisis). Hay 2 tecnologias conocidas
como de tercera generacion: la secuenciacion a tiempo real de molécula unica o
“‘SMRT” “Single Molecule, Real-Time” por sus siglas en inglés (Bentley et al.,
2008) y la aproximacion de construccion de secuencias grandes a partir de
secuencias mas cortas (T. D. Harris et al., 2008). Entre estas 2 tecnologias la
SMRT esta mucho mas extendida, siendo la plataforma Pacbio la mas

ampliamente distribuida.

La plataforma Pacbio (Pacific biosciences SMRT sequencing) también
utiliza nucleétidos marcados pero en lugar de hacer ciclos de unién y lavado
se realiza la lectura a tiempo real segun son incorporados por la polimerasa
a la cadena de ADN. Su principal ventaja es el tiempo de secuenciacion y
la longitud de las secuencias que pueden ser obtenidas (la longitud media
es de 10.000 pb pero se pueden obtener secuencias de hasta 60.000 pb).
Su principal problema es la alta tasa de errores que presentan sus
secuencias siendo errores aleatoriamente distribuidos que pueden suponer

hasta el 10% de los nucledétidos de la secuencia (Koren et al., 2012).

A pesar de las numerosas diferencias entre las diferentes plataformas y
protocolos de trabajo y tomando en consideracién sus limitaciones, se ha
mostrado como las conclusiones bioldgicas obtenidas a partir de los datos son

consecuentes entre las plataformas y protocolos. Aun asi, sigue siendo

~ A4~
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fundamental elegir el equipo y sistema adecuado para el disefio del experimento
(Allali et al., 2017).

2.3.3 Los repositorios de datos

Con la implementacion de las nuevas tecnologias de secuenciacidon nos
encontramos con la posibilidad de poder secuenciar pequenas y grandes
secuencias, organismos o incluso ecosistemas enteros a tiempos y costes
mucho mas asequibles. Generar datos se ha convertido en una tarea
relativamente sencilla y en poco tiempo somos capaces de generar un gran
volumen. Sin embargo, tenemos que ser capaces de poder procesarlos,
limpiarlos, analizarlos y poder obtener un rendimiento de estos. Hasta hace
relativamente poco tiempo el procesamiento de los datos corria a cargo de los
propios investigadores lo que podia llevar a ralentizar la investigacion o,
dependiendo del volumen de los datos, a imposibilitarla. Con el fin de facilitar
esta tarea se busca crear métodos de automatizacion: filtrado automatico por
calidad, la agrupacion de secuencias en ASVs y/o OTUs asi como la anotacion
de las secuencias de manera automatica. La anotacion automatica nos permite
manipular gran cantidad de informacién en tiempos mucho mas pequefios pero
precisan de un gran recopilatorio de informacion previa para realizar

asignaciones taxonémicas fiables.

Para este fin, hay muchas bases de datos encargadas de almacenar secuencias
de ARNr 16S como son Greengenes (McDonald et al., 2012), Ribosomal
database project (Cole et al., 2014), Silva (Quast et al., 2013) que nos van a
ayudar como bases de datos de secuencias de referencia entre las que podemos
encontrar mas de 4 millones de secuencias listas para ser utilizadas como

identificadores para un conjunto de secuencias que queramos comparar.

En las investigaciones bioinformaticas utilizamos diferentes bases de datos en
funcién de la informacién que sea precisa para el trabajo. Actualmente, hay
disponibles multitud de repositorios con informacion de diversa indole. Asi pues
podemos encontrar repositorios con secuencias de ADN de genomas completos
a genes de funciones especificas, de proteinas o de dominios proteicos. Estos
repositorios podran ser actualizados periédicamente o no en funcion del
mantenimiento o informacion que sea necesario incorporar.
~ 45~
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Las bases de datos de ADN constituyen un pilar fundamental en las
investigaciones gendmicas. Podemos encontrar multiples bases de datos
creadas con diferentes fines lo que genera uno de los principales problemas en
bioinformatica: las diferentes anotaciones. Trabajar con bases de datos que
nombren a la misma cosa de maneras diferentes puede ser un verdadero
quebradero de cabeza para los investigadores que tengan que lidiar con ello, por
lo que es fundamental la seleccidon de una buena base de datos con una misma

estructura y datos correctamente incorporados.

Entre los mayores repositorios de secuencias de ADN tenemos el “International
Nucleotide Sequence Database Collaboration” (INSDC), formado por el “DNA
Data Bank of Japan” (DDBJ) (Mashima et al., 2017), por el GenBank
(actualmente, se encuentran 124,277,818,310 pb, en un total de 132,015,054
entradas, en su principal division) (Clark, Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell, &
Sayers, 2016) y por el “European Molecular Biology Laboratory” EMBL (el cual,
en su base de datos “European Nucleotide Archive” (ENA), contiene mas de
301,588,430,608 nucleotidos con 199,575,971 entradas) (Kanz et al., 2005).

2.3.4 Etapas en el estudio de la microbiota y sus limitaciones

Con el aumento del interés en el estudio de la microbiota, y con cada dia mas
grupos de investigacion iniciandose en él, se hace necesario remarcar los
diferentes pasos que todo analisis de la microbiota deberia realizar. Todos han
de partir con una idea o problema a resolver, obtener y tratar la muestra segun
el protocolo de trabajo, extraer los acidos nucleicos o proteinas, secuenciar,
analizar e interpretar los resultados. Asi mismo, es interesante reunir las
limitaciones que podemos encontrarnos en cada uno de los diferentes pasos
para un estudio como es el de la presente tesis ya que tienen que conocerse

previamente al empezar su disefio.
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a) Laidea:

Este es el punto mas importante. Tiene como objetivo la definicién, planificacion
y justificacion del estudio. Una correcta definicion y planificacion sera lo que mas
errores y problemas futuros evitara. Sera aqui donde deberemos buscar la
mayoria de la informacién y definir por escrito la hipétesis de trabajo y los
objetivos. Habra también que analizar la dificultad del estudio, posible sesgos
en la toma de las muestras y con todo ello ver si realmente es viable y esta

justificada o no la propuesta del estudio.

Los estudios de microbiota, incluyendo los de microbiota gastrica, pueden
englobarse dentro de 3 grupos de estudios: estudios longitudinales, estudios de

intervencion y estudios de cohortes.

Los estudios longitudinales son especialmente relevantes en la evolucion de la
microbiota. Consisten en tener informacién constante de varios pacientes que
van pasando por los diferentes estadios de las patologias gastricas y ver el
cambio de la microbiota de un paciente sano a gastritis activa que termina en

una posible gastritis cronica o ver su evolucion a ulcera o metaplasia.

Los estudios de intervencion tienen interés para determinar el efecto que tiene
un tratamiento determinado en la microbiota de los pacientes realizandose un
estudio de la microbiota antes y después del tratamiento en los mismos
pacientes, por ejemplo con una nueva rutina de antibiéticos o una operacion

quirurgica.

Los estudios por cohortes aportan informacion puntual de un grupo “cohorte” de
pacientes con unas caracteristicas particulares en un momento particular.
Cuanto mas homogéneo sea el grupo menor variabilidad de los resultados

encontraremos.

En todos los tipos de estudios la obtencién de la muestra presentara el principal
inconveniente, siendo las muestras principales la biopsia y el jugo gastrico (Sung
et al., 2016), obtenidas mediante gastroscopia con todo lo que ello conlleva para
el paciente.

La prueba por gastroscopia debe ser realizada con un fin diagnéstico para tratar

una enfermedad. Por motivos éticos y por la naturaleza del método de extraccién
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de la muestra debemos descartar los estudios longitudinales y la mayoria de los
estudios de intervencion (Miao, Wan, & Wang, 2020), dejando los estudios por
cohortes como los estudios mas habituales para los estudios de microbiota

gastrica.

Estos estudios por cohortes son los que presentan una mayor heterogeneidad
(no se realizan, normalmente, sobre un mismo paciente), la seleccion de
pacientes sera siempre a posteriori de su diagndstico y se realizara la
gastroscopia por prescripcion meédica justificada (no habra pacientes totalmente

sanos).

Al disefar este trabajo se detectaron las siguientes limitaciones para realizar un
estudio bioinformatico de muestras clinicas con datos procedentes de diferentes

proyectos metataxonémicos:

- No disponer de muestras propias, sin conocer en cada momento toda la
informacion que se podria estimar interesante en este tipo de estudios y
limitando el estudio a unos factores muy definidos cuyo conocimiento es
obligatorio para que la muestra pueda ser considerada para el estudio.

- Limitar el estudio a un estudio por cohortes, utilizando muestras de
pacientes con unas caracteristicas particulares en un momento particular.
Este hecho limita la posibilidad de realizar posibles estudios de
seguimiento del paciente o longitudinales y presentara una mayor
heterogeneidad en los resultados.

- Estudio limitado a pacientes enfermos. No podemos olvidar que la
muestra de estudio seleccionada en esta tesis es la biopsia gastrica y ésta
ha de ser realizada con un fin diagndstico para tratar una enfermedad.
Todas las muestras seran de pacientes con alguna patologia, pudiendo
ser causada, o no, por H. pyloriy no vamos a poder obtener conclusiones

directas sobre poblacién totalmente sana.

Como vemos, este tipo de limitaciones obliga al cientifico a realizar un
planteamiento muy riguroso de su estudio. Definir los objetivos de su estudio y
realizar una seleccion de aquellos proyectos que cumplan sus criterios
metodoldgicos puede ser arduo, pero reducira en gran medida la posibilidad de
cometer sesgos que afecten a sus resultados y, por ello, a sus conclusiones.
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b) La muestra:

Independientemente del tipo de estudio a realizar hay que tener precaucion con
la obtencién y manipulacion de la muestra. Las principales fuentes de
contaminacién en las muestras gastricas son: una manipulacion incorrecta de la
muestra en la sala de endoscopia o0 en el quiréfano, contaminacion por tejido
contaminante (generalmente bucal o faringeo) (Layfield, Witt, Metzger, &
Anderson, 2011), limpieza deficiente de los aparatos de endoscopia o del
laboratorio (Banerjee et al., 2008), tiempo prolongado a temperatura ambiente o
retrasos en la entrega o al analisis (Garza-Gonzalez, Perez-Perez, Maldonado-
Garza, & Bosques-Padilla, 2014).

Entre las bacterias que tradicionalmente se consideran contaminantes de
biopsias gastricas encontramos Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Candida spp, y Pseudomonas aeruginosa. La presencia
de estas bacterias disminuye la sensibilidad de los cultivos para el diagnostico
de H. pylori (Ribeiro et al., 2004).

Una correcta manipulacion nos aportara mucha mas seguridad en los resultados
y nos ayudara a distinguir si un microorganismo es realmente contaminante o es

propio de la muestra.

Al valorar el tipo de muestra para este estudio se investigd cual podria ser la
muestra mas representativa del ambiente gastrico. Las principales muestras
utilizadas para el estudio de la microbiota gastrica son el jugo o la biopsia
gastrica, siendo esta ultima la mas ampliamente utilizada este tipo de estudios.
Estudios como el de Sung et al. (2016) compararon la idoneidad de ambos tipos
de muestra para el estudio de la microbiota gastrica concluyendo que las
muestras de mucosa gastrica reflejan mejor la microbiota gastrica al tener una
mayor carga bacteriana (Sung et al., 2016). A pesar de que las muestras de
biopsia gastrica representan mejor el perfil de la microbiota gastrica es un tipo

de muestra con una serie de limitaciones:

- Las muestras de biopsia gastrica son muestras obtenidas a través de
procedimientos invasivos para el paciente por lo que su obtencion ha de
estar debidamente justificada.
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- La toma de la muestra no siempre es facil y puede contaminarse con
bacterias tanto del quiréfano o por una manipulacién incorrecta.

- Por norma general el analisis metataxondmico no suele ser el primer
analisis que se le realiza la prueba (puede ser realizado tras pasar la
muestra por una siembra por arrastre) por lo que el tiempo desde la toma
hasta la extraccién del material genético puede ser variable.

- La carga de bacterias de las muestras gastricas es, generalmente, muy
baja y esto se hace especialmente patente en aquellas muestras de
pacientes negativos a infeccion por H. pylori (Loayza et al., 2015). Una
menor carga de ADN bacteriano aumentara de manera muy significativa
la probabilidad de secuencias contaminantes y aumentara la

heterogeneidad de la muestra (Dahlberg et al., 2019).

El uso de las muestras gastricas para los analisis metataxonédmicos no es
sencillo. Obliga al cientifico a ser mas critico con los resultados obtenidos y a
utilizar solo aquellas muestras que aporten robustez y seguridad al estudio.
Como hemos observado hay que realizar estudios de idoneidad tanto al nivel de
las muestras como al nivel de proyectos completos, para asi intentar disminuir
en lo posible los factores externos al estudio que puedan introducir variabilidad

a los resultados.
c¢) El método de extracciéon del ADN:

Actualmente no existe un método de extraccion de ADN considerado de
referencia o gold-standard. Se recomienda a los investigadores que sean lo mas
rigurosos posible en la busqueda de un protocolo que se adecue al tipo de
muestra a analizar e intenten utilizar el mismo método para estudios posteriores
para evitar posibles desviaciones inherentes a los métodos de extraccion.

Existen diferentes sistemas comerciales para diferentes tipos de muestras.

Las muestras gastricas son muestras con relativa baja carga de ADN bacteriano,
el tamafo de la muestra generalmente es pequefio, contiene mucho ADN
humano y presencia de proteinas que pueden interferir en los procesos de
purificacion del ADN. Habra que valorar cada uno de estos factores para elegir

el mejor protocolo de extraccion.
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d) El método de secuenciacion:

A la hora de obtener nuestras secuencias del ADN purificado, tendremos que
tomar dos decisiones importantes: el secuenciador y el fragmento del 16S ARNr

que sera amplificado y secuenciado.

Generalmente, para amplicones de un tamano de unas 250-300 pares de bases
se suelen utilizar lllumina Miseq o el lon Torrent PGM. Hay multitud de estudios
unicamente centrados en la comparacion de los perfiles microbianos en funcién
del secuenciador utilizado y la region hipervariable secuenciada (Marine et al.,
2020) (Clooney et al., 2016)(Salipante et al., 2014).

Igual que en casos anteriores se recomienda realizar una busqueda bibliografica
en profundidad para poder disponer de un criterio fundamentado y poder realizar
las comparaciones con otros estudios sin depender de factores de distorsion

como son el secuenciador y la region secuenciada.

En general, el uso de la plataforma Miseq de Illumina mediante la secuenciacién
de fragmentos 2x250-2x300 que contenga las regiones V3-V4 permiten
diferenciar entre multiples microorganismos diferentes aportando una gran

diversidad a la muestra (Clooney et al., 2016).
e) Analisis de los datos:

Actualmente podemos encontrar multiples programas informaticos o paginas
web que ofrecen unos servicios de analisis, con mejor o peor acierto, a las
necesidades que puede presentar un investigador. Estos programas se van
actualizando dia a dia. Sin embargo, a pesar del continuo crecimiento de las
herramientas, los usuarios no estan familiarizados con las limitaciones y posibles

sesgos asociados a cada tratamiento de datos.

Podemos encontrar 3 tipos de plataformas en funcion de lo abiertas o
modificables que sean para los investigadores: plataformas cerradas o propias,

plataformas semiabiertas y plataformas abiertas.

- Plataformas cerradas o propias: en esta categoria podemos encontrar
aquellas que estan disefiadas para realizarse de manera secuencial sin
posibilidad, o dificultando mucho, la modificacion del programa por el
investigador. Dentro de esta categoria tenemos las herramientas propias
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de las empresas de secuenciacion como la plataforma lllumina Reporter
(Nlumina Inc, 2015) o plataformas online como Calypso (Zakrzewski et al.,
2017). Generalmente son las mas faciles de usar por los investigadores y
no requiere de conocimientos previos de programacion.

- Plataformas semiabiertas: Dentro de esta categoria tenemos aquellas que
nos proporcionan herramientas diversas y dependera del investigador el
uso de unas u otras en funcidon de como quiera analizar sus datos. Suelen
ser las mas completas debido a la gran variedad de herramientas que
ofrecen pudiendo realizar los analisis por etapas lo que genera una muy
buena curva de aprendizaje para los investigadores. Dentro de esta
categoria tendriamos QIIMEZ2 (Bolyen et al., 2019) o MOTHUR (Schloss,
2019). Se han realizado estudios para determinar cual de ellas presenta
mas ventajas sin encontrarse grandes diferencias salvo en los taxones
minoritarios (Lopez-Garcia et al., 2018; Tawfik, Azab, Ahmed, & Fayyad,
2018). Estas herramientas son generalmente cerradas u ocultas dentro
de scripts y la modificacion de alguna exigira un nivel muy elevado de
programacion y terminara derivando en una posible destruccién de la
herramienta y puede que de la plataforma.

- Plataformas libres: dentro de esta categoria nos encontramos con
aquellas que han ido generandose gracias al apoyo de grupos de
investigacion como puede ser la plataforma de R (R Core Team, 2018).
Dentro de esta plataforma se han ido creando librerias de comandos con
diferentes funciones que aportan mucho a los analisis de los datos. En
este tipo de plataformas cada investigador tiene que buscar y modular las
funciones para realizar un analisis de sus datos. La ventaja principal es la
necesidad de conocer bien que es lo que se necesita en cada punto del
analisis y como llevarlo a cabo. Las plataformas libres como R suelen
tener las diferentes herramientas que presentan las plataformas
semiabiertas pudiendo realizar todos los analisis con un solo programa.
Los principales inconvenientes son la necesidad de entender su lenguaje
y la busqueda de las herramientas/funciones que quieras realizar. Una
vez solventados los inconvenientes, la plataforma ofrece un acceso
sencillo a multitud de técnicas tanto estadisticas, de transformacion de
datos como graficas.
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La principal limitacion en el analisis de los datos metataxonémicos va a ser
pues, el investigador. EI gran numero de programas o plataformas puede
abrumar al investigador en un principio y hace dificil determinar cual puede
ser el mas afin a los objetivos de su estudio. En este punto se hace patente
la necesidad de tener un equipo multidisciplinar en el que cada miembro
aporte su conocimiento al proyecto. Contar con un bioinformatico es muy
recomendable para poder brindar una mayor libertad y gama de herramientas

para poder realizar un analisis lo mas correcto y fiel a las muestras.
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3. Objetivos

1. Aplicar herramientas bioinformaticas en el estudio protedmico para la
identificacion de H. pylori y analizar como mejora su identificacion con la
modificacion de su base de datos de referencia.

2. Desarrollar un documento con instrucciones, escritas en cddigos de
programacion e incorporando diferentes lenguajes, para la ejecucion de

diversas funciones para el analisis metataxonémico.

3. Inferir cual es el numero de muestras gastricas que es necesario estudiar

para obtener un poder estadistico del 95%.

4. Analizar como afecta la utilizacion de diferentes bases de datos de
referencia (Greengenes 13,8 y Silva 132) a la reproducibilidad de los

estudios metataxondmicos.

5. Analizar la microbiota gastrica de pacientes infectados o no por H. pylori,
obtenida de diferentes estudios metataxondmicos, para extraer el efecto
de esta bacteria en la microbiota gastrica, asi como el efecto de la
diferente patologia que presenta el paciente y del pais de realizacion del

estudio.
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4. Material y métodos

4.1 Pacientes y muestras

Todas las muestras incluidas en este estudio proceden de pacientes a los que
se les prescribidé una gastroscopia con el fin de buscar alteraciones en la pared
gastrica, tales como Uulceras, tumores o zonas con histologia compatible con
gastritis. A la mayoria de los pacientes les fue prescrita dicha prueba debido a
dolor abdominal, sospecha de gastritis, sintomas compatibles con reflujo
gastroesofagico o diagndstico de cancer gastrico.

Se obtuvieron muestras de biopsia gastrica que fueron enviadas al laboratorio
de microbiologia para su cultivo y conservacion para secuenciacion.

Se realiz6 el cultivo de las cepas en una placa de medio selectivo, Agar Pylori
(Pylori Agar; BioMérieux), que se incub6 en atmdsfera microaerofilica (5% 02,
10% CO2, 85% N2) a 37°C durante un maximo de 15 dias. En este periodo de
tiempo fueron revisadas periddicamente para detectar la presencia de colonias
compatibles con H. pylori. Posteriormente, dichas colonias fueron cultivadas en
agar sangre (Columbia Agar con sangre de oveja al 5%; Biomerieux) y
conservadas en medio Tryptic Soy Broth (TSB) con 15% de glicerol para estudios

posteriores.
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4.2 ldentificacion de H. pylori por MALDI-TOF

4.2.1 Seleccion de las cepas

Se seleccionaron 15 cepas de H. pylori obtenidas de muestras locales para ser
incorporadas en la base de datos del MALDI Biotyper OC 3.1.

Como criterio de aceptacion, fue necesario realizar una identificacion a varios
niveles para poder confirmar dicha determinacion. Con esta finalidad, se

emplearon tanto técnicas moleculares como técnicas dependientes de cultivo.

a) ldentificacion por técnicas de visualizaciéon microscoépica
Se llevd a cabo una impronta mediante el arrastrado de 4-5 colonias con una
torunda por toda la superficie de un portaobjetos limpio previamente
desengrasado y con 1 gota de solucién salina continuando con la fijacion de las
bacterias por calor.
Para la tincion, se realizé la técnica de tincion de Gram modificada, utilizando
fuchina durante 5 min.
Para la visualizacion con el microscopio se utilizo el objetivo de 100 aumentos
con aceite de inmersion.
Solo se aceptaron microrganismos Gram negativos curvados como compatibles

con H. pylori.

b) Identificacién por técnicas dependientes de cultivo
Sobre las colonias que mostraron un aspecto compatible con H. pylori se
realizaron las pruebas bioquimicas de ureasa, catalasa y oxidasa, aceptandose
exclusivamente aquellas colonias que obtuvieron resultados positivos en todas

las pruebas.

c) ldentificacion por técnicas moleculares
Varias colonias de un cultivo puro de cada cepa se resuspendieron en 300ul de
solucion salina. La extraccion del material genético se realiz6 de forma
automatizada por medio de la plataforma NucliSens® easyMAG (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Francia), siguiendo el manual del fabricante y obteniéndose un

volumen final de 25 pL.
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Se realiz6 una PCR con el kit comercial GenoType® HelicoDR. Este experimento
consistié en una PCR seguida de hibridacién inversa que detecta la presencia
de H. pylori y de las mutaciones genéticas mas comunes que generan la

resistencia de H. pylori a los antibidticos claritromicina y levofloxacina.

Una vez realizados todos los ensayos, se utilizaron subcultivos de no mas de 48

horas para su incorporacion en la base de datos del MALDI.

4.2.2 Extraccion proteica e introduccion en la base de datos

Se cultivo cada cepa de H. pylori en agar columbia de 3 a 5 dias en CO2 y se
realizd una extraccion proteica llevada a cabo segun se describe a continuacion:
Se resuspendio una colonia en 330 uL de agua grado HPLC y 300uL de etanol
puro (alcohol anhidrico) homogenizandose con el vortex durante 1 minuto.

Se centrifugd durante 2 minutos y elimino el sobrenadante.

Se afadieron 20uL de acetonitriio puro resuspendiéndose las bacterias
precipitadas en el vortex 1 minuto.

Se incorporaron 20 pL de acido férmico al 70% y se mezclé con vortex.

Se centrifugé a maxima velocidad durante 2 minutos.

En la tarjeta de 96 posiciones se pusieron 2 yL del sobrenadante, por cada cepa
de estudio, en 8 posiciones, una posicién con BTS (Bacterial Test Standard
consistente en un extracto de alfa DH5 Escherichia coli) y la ultima con BTS mas
el extracto. A todos las posiciones se les afiadié 1uL de Matriz (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico en solvente organico).

Una vez secada la matriz en todas las cepas y el BTS, se puso la tarjeta en el
espectrometro y se obtuvieron los espectros de cada una de las cepas siguiendo
el protocolo de la casa comercial.

Se compararon los espectros obtenidos para cada una de las posiciones de cada
cepa eliminandose aquellos desplazados o que se salieran de la ténica general.
Todas las cepas analizadas y aquellas previamente incluidas por la base de
datos de la casa comercial fueron comparadas mediante un analisis de
componentes principales visualizandose los resultados mediante un

dendograma de agrupaciones utilizando el software Biotyper OC 3.1
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4.2.3 Ensayo de mejora de la identificacién por MALDI

Se estudiaron un total de 60 cepas de H. pylori. Para este experimento fueron
transferidas a una placa metalica a las que se le anadié 1 uyl de acido férmico y
se espero6 hasta su secado. Posteriormente, 1 ul de la solucién matriz (acido a-
ciano-4-hidroxicinamico con solvente organico) fue afadido y secado.
Se evaluaron por medio de la base de datos MALDI Biotyper OC 3.1 original y,
posteriormente, con la base de datos con las 15 cepas incorporadas.

4.2.4 Ensayo de factibilidad en clinica

Se estudiaron un total de 133 aislamientos de H. pylori. Cada muestra fue
extendida sobre la placa de metal y se afadié 1ul de acido férmico v,
posteriormente, 1yl de solucion matriz (acido a-ciano-4 hidroxicindmico +

solvente organico).
La base de datos utilizada fue la MALDI Biotyper OC 3.1, a la que se incorporaron

15 cepas de H. pylori obtenidas de muestras locales siguiendo el procedimiento
recomendado para el MALDI-TOF-MS (Bruker).
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4.3 Analisis bioinformatico para estudio taxonémico

Con el fin de poder establecer un protocolo de trabajo claro y personalizable, se
han querido incluir los comandos y herramientas mas utilizadas para poder
realizar una investigacion sin la necesidad de tener (o casi sin tener) amplios
conocimientos de programacién, pero entendiendo cada uno de los procesos
para poder razonar que procesos realizar. Estos modulos proporcionan un molde
para poder ir desarrollando en cada grupo los comandos que mas se ajusten a
sus necesidades.

4.3.1 Ensamblaje, control de calidad y agrupacion de las secuencias

El proceso preliminar al analisis de las secuencias comienza con el estudio de
su origen y de los protocolos utilizados para su secuenciacion. Asi pues, es
necesario conocer de antemano si las regiones identificadoras o barcodes y las
regiones de unién o linkers han sido sustraidos de las secuencias y conocer la
region utilizada del gen 16S para poder realizar un mejor analisis taxondémico e
intuir la longitud media esperada de las secuencias a analizar.

En este estudio se utilizo el programa FastQC (Andrews et al., 2012) para
comprobar la calidad de las secuencias y detectar la presencia de fragmentos de
barcodes ylo linkers. Se analiz6 el tamafio de las secuencias y se visualizaron
los gréaficos de calidad por posicion de las bases en busca de regiones con baja
calidad de la secuenciacion (generalmente encontradas en los extremos de las
secuencias).

Posteriormente se utilizé el programa Oracle VM VirtualBox para poder ejecutar
una maquina virtual con una imagen de la distribucion de QIIME 2 Core —2019.1
preinstalada en el sistema operativo Linux Ubuntu 18.04.1 LTS (Bionic Beaver)
(Bolyen et al., 2019).

A continuacién se cargaron los archivos con las secuencias por medio de la
terminal del sistema.

Se procedio al truncado de las regiones de baja calidad, ensamblado de las
secuencias, correccion y eliminacién del ruido mediante la herramienta DADA2

(Callahan et al., 2016), agrupando las secuencias por ASVSs.
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4.3.2 Asignacion taxondmica

La asignacion taxonomica comienza con la eleccion de una base de datos de
secuencias de referencia del gen 16S ARNr. En este caso se seleccion¢ la base
de datos SILVA 132, mediante la plataforma QIIME2 con la herramienta
Classifier (Bokulich et al., 2016) mediante el algoritmo sklearn (Pedregosa et al.,
2012). Este algoritmo se sustenta en la creacion de grupos o clases (en este
caso, cada grupo sera un valor taxonémico diferente que podra estar incluido
dentro de un grupo mas grande (nivel taxondmico superior)). Para la creacion de
€s0s grupos es imprescindible la utilizacion de secuencias procedentes de una
base de datos de referencia por lo que la eleccién de dicha base de datos tendra
mucha relevancia en los resultados posteriores. El algoritmo clasificara las
secuencias representativas dentro de cada uno de los grupos mediante el uso
del teorema de Bayes, empezando por los grupos taxondmicos mas pequefios
(especie o0 género), en caso de no obtener un nivel de significancia suficiente
pasara a los niveles taxondmicos superiores (familia, orden, clase, etc.) hasta
ser incluido o denominarlo no-clasificado obteniéndose, para cada secuencia, la
maxima asignaciéon taxonémica (MAT). Con las secuencias representativas, o
con su identificacion taxondmica, se obtendran las tablas de abundancias
absolutas de cada secuencia por muestra.

Los comandos utilizados para la plataforma QIIME se disponen en el anexo |.

4.3.3 Analisis metataxondmico en muestras gastricas

En primer lugar, en el caso de tener las muestras separadas por estudios o
archivos, se debe realizar la fusion de las tablas de abundancias absolutas. Para
ello se utilizo la funcion “merge ()" de R, la cual va incorporando las asignaciones
taxondémicas por filas y las muestras por columnas.

Para el correcto funcionamiento del script es necesario separar la tabla de
abundancias absolutas en 3 tablas diferentes: a nivel de ASV/OTU/MATSs, a nivel
de género y a nivel de filo. Para ello se utilizo el programa EXCEL.
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a) Estimacién de la diversidad microbiana

Para estimar la diversidad microbiana se utilizaron las tablas de abundancia
absoluta mediante la normalizacion de cada una de las muestras. Para ello se
transformé el numero de secuencias detectadas de cada nivel taxondmico de
cada muestra al porcentaje relativo del numero total de secuencias de cada
muestra. Con ello se obtiene el porcentaje de abundancia relativa de cada taxén
en cada una de las muestras.

La diversidad alfa se calcul6é usando diferentes medidas: la medida de la riqueza
de especies 0 ASVs observadas, la medida del indice de Shannon y la medida
del indice de Simpson. La significacién estadistica entre grupos de la alfa
diversidad se calculé mediante una prueba no paramétrica en funcién del numero
de factores de la variable a estudiar: la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney, si la
variable tiene 2 factores, o la prueba de Kruskal-Wallis si la variable presenta 3
o mas factores, con el calculo posterior de la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney
por cada par de factores. Al realizarse comparaciones multiples, se ajustaron

todos los p-valores mediante la prueba de Bonferroni.

El analisis de la diversidad beta se llevd acabo calculando tanto las matrices de
distancia de Bray-Curtis como las matrices de distancia mediante el coeficiente
de Jaccard binario con la tabla de abundancias normalizada. Con ambas
matrices se realizd una prueba MANOVA con 999 permutaciones
‘“PERMANOVA”. Se utilizé una prueba de permutaciones para determinar si la
dispersion de las muestras en alguno de los grupos con respecto a su centroide
presentaba diferencias significativas con uno o mas grupos. Para la comparacion
multinivel a pares se realiz6 la prueba PERMANOVA con una correccion de los
valores P por el método de Holm-Bonferroni con la libreria de R "pairwiseAdonis"
(Version: 0.0.1).

También se realiz6 un analisis de agrupamiento jerarquico utilizando como
conjunto de diferencias una serie de filos 0 géneros mayoritarios. El método de
agrupacion es la agrupacién por union completa donde se agrupan las muestras
o grupos de muestras por la distancia mas corta. La distancia es, entre la serie
de comparaciones de todos los pares de muestras de 2 agrupaciones, la
distancia entre esos dos elementos (uno en cada grupo) que estan mas alejados

entre si.
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Los diagramas de Venn se elaboraron con el objeto de determinar una microbiota
core. Se pusieron una serie de condicionantes: una abundancia relativa de los
filos o de los géneros minima y un porcentaje de las muestras agrupadas segun
el factor de estudio que cumplieran dicha abundancia relativa minima. En este
estudio se seleccionaron los filos o géneros con una abundancia relativa mayor
a 0,01%, 0,1% y 1% en, al menos, un 80% de las muestras en uno o mas grupos.
Para determinar posibles interacciones entre los géneros se realizé una red de
correlaciones entre los géneros mayoritarios. Debido a la condiciéon del script el
numero maximo de correlaciones sera 20, siempre y cuando el tamafo muestral
lo permita. Con tamafios muestrales donde el grupo de muestras no llegue a 21
se analizaran n-1 géneros, siendo n el numero de muestras incluidas en el factor
con menor numero de muestras.

Todos los analisis y graficos fueron representados en R mediante el script
descrito en el anexo Il y anexo .

Para la realizacidn del script se utilizaron diferentes librerias o paquetes de
funciones de R que pueden catalogarse en: librerias de analisis, librerias graficas

y librerias de personalizacion de graficas y tablas.

- Librerias de analisis:

Las librerias de analisis son, como su propio nombre indica, aquellas librerias

que aportan funciones de analisis al script.

-Vegan (version:2.5.6) (Oksanen et al., 2019): el paquete de funciones
Vegan, disefado originalmente para el analisis de comunidades
ecoldgicas, aporta las herramientas para el analisis de la diversidad, tanto
para la diversidad alfa (con los algoritmos para el calculo de los indices de
Shannon, Simpson y Fisher) como para el analisis de la diversidad beta
(con los algoritmos para calcular los indices de Gower, Bray—Curtis,
Jaccard binomial, Kulczynski, Morisita, Horn—Morisita y Chao).

-Tidyverse (version:1.2.1) (Wickham, 2017) el paquete Tidyverse es, en si
mismo, un conjunto de paquetes para el analisis de datos. Incluye tanto
paquetes de analisis como paquetes de visualizacidn de resultados
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incluyendo paquetes como forcast, tidyr o ggplot2 que veremos mas
adelante.

-FactoMineR (version:1.42) (L&, Josse, & Husson, 2008): es un paquete
de R dedicado al analisis de datos multivariente especialmente utilizado
para el analisis mediante PCAs (analisis de componentes principales) de
variables no correlacionadas. Incluye funciones para la creaciéon de
graficos y estadisticos.

-PairwiseAdonis (version:0.0.1): esta herramienta facilita los analisis
pareados de conjuntos de muestras para diferenciar aquellos conjuntos
que presentan diferencias estadisticamente significativas entre si.
-Magrittr (version:1.5) (Bache & Wickham, 2014): este paquete incluye
una funcion operacional que permite agilizar la escritura del script al
conducir el resultado de una funcion a otra sin necesidad de crear una
variable intermedia.

-Reshape2 (versidon:1.4.3) (Wickham, 2007): esta herramienta facilita el
analisis de los datos al facilitar la transformacion de las tablas de datos o
dataframes en listas continuas. Es especialmente util para preparar
tablas/listas intermedias para facilitar su representacion grafica.

-Gtools (version:3.8.1) (Warnes, Bolker, & Lumley, 2018): paquete que
incluye funciones para la realizacion de combinaciones multiples o control

de valores nulos, vacios o perdidos (NA).

Librerias graficas

Las librerias graficas contribuyen a lograr una mejor comprensién del tema

desarrollado de los resultados obtenidos. Estan disefiadas para resumir

informacion. Son especialmente utiles cuando la cantidad de datos es tan grande

que solo un grafico es capaz de ayudar a visualizar todo el conjunto sin perder

los puntos mas significativos.

-Ggplot2 (version:3.2.0) (Wickham, 2016): esta libreria es una de las
mejores herramientas que tiene R para realizar representaciones graficas
de los datos de manera relativamente sencilla e intuitiva. Su conocimiento
permite crear multiples tipos de graficos y personalizarlos con gran
libertad.
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-Factoextra (version:1.0.5.999) (Kassambara & Mundt, 2017):
herramienta ligada a FactoMinerR para realizar las representaciones
graficas de manera fluida tras analizar los datos con FactoMinerR. Incluye
multiples herramientas de representacion de analisis multivariable.
-Qgraph (version: 1.6.3) (Epskamp et al., 2012): paquete de funciones
para la representacién grafica de redes de correlaciones de una manera
mas sencilla. Su simplicidad puede, a su vez, limitar el tipo de analisis y
graficos obtenidos.

-Gplots (version:3.0.1.1) (Warnes et al., 2019): como Ggplot2, es una
herramienta que aporta funciones para la realizacién de graficos. En este
caso presenta graficos un poco mas especializados (graficos de cajas o
graficos de calor).

-Ggbiplot (version: 0.55) (Vu, 2011): herramienta ligada a Ggplot2,
Ggbiplot incorpora algunas funciones adicionales a para la representacion
grafica de los PCoAs.

-Venn (version:1.7) (Dusa, 2018): esta herramienta facilita la creacion de
los diagramas de Venn, incluyendo la generacién de tablas intermedias y

su representacion grafica directamente.

- Librerias de personalizacion de graficas y tablas
Las librerias o paquetes de personalizacion contribuyen, generalmente, a
mejorar el disefio del informe final, facilitando la eleccion de colores para las
graficas o aportando diferentes disefios de tablas que ayudan a hacer mas
comprensibles tanto las graficas como las tablas de resultados.
-RColorBrewer (version:1.1.2) (Neuwirth, 2014): este paquete incluye una
seleccion de paletas de colores listas para poder ser utilizadas en las
diferentes herramientas de creacion de graficos como Ggplot2.
-Viridis  (version:0.5.1) (Garnier, 2018): esta herramienta permite
seleccionar gamas de colores continuas en forma de degradados. Los
colores que aporta son especialmente interesantes para la impresion en
escala de grises.
-Forcats (version:0.4.0) (Wickham, 2019): este paquete de funciones son
utiles tanto para los analisis como para la representacion grafica. Facilita
la reordenacion de los niveles de los factores dentro de una variable. Esto
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afecta a como el programa entiende dicha variable y facilita, por ejemplo,
que unos factores aparezcan antes o después en los graficos.

-Ggpubr (version:0.2.1) (Kassambara, 2019): esta herramienta facilita la
colocacién de p-valores en un grafico de ggplot como pueden ser los
diagramas de cajas.

-Knitr (version:1.23) (Xie, 2019): herramienta para realizar cambios

visuales en el formato de las tablas obtenidas al realizar el script.

b) Seleccion y estudio de los filos y géneros mayoritarios
Para la seleccion de los filos o géneros mayoritarios se seleccionaron aquellos
con una abundancia relativa promedio mayor al resto. El numero de filos a
géneros seleccionados puede variar, siendo 5 filos y 19 géneros los
seleccionados en este estudio. El resto de los filos y géneros minoritarios se

agruparon en un unico filo o género denominado “minoritarios”.
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4.4 Seleccioén de proyecto para el calculo del tamafno muestral

Para el calculo del tamafio muestral necesario para obtener un poder estadistico
del 95% se utilizaron las secuencias del estudio realizado por Llorca et al. (2017)
en el cual caracterizaron la microbiota gastrica por primera vez de pacientes
pediatricos. Para ello seleccionaron 51 pacientes pediatricos con patologia
gastrica, reclutados desde octubre del afio 2013 a enero del ano 2014 en la
seccion pediatrica de Gastroenterologia del Hospital Nifio Jesus y del Hospital
Doce de Octubre (Madrid, Espaina), a los que les prescribieron la realizacion de
una endoscopia gastrica con la toma de biopsia de antro gastrico.

El diagnéstico de la infeccion por H. pylori fue realizado mediante 4 métodos:
cultivo, prueba rapida de la ureasa, histologia compatible con la infeccion por H.
pyloriy qPCR. Se consideraron positivas aquellas muestras que fueron positivas
por cultivo o positiva en, al menos, 2 de las otras pruebas diagndsticas.

Con este criterio 33 pacientes se consideraron negativos y 18 positivos para
infeccion por H. pylori. Con el objetivo de reducir la variabilidad entre las
muestras solo se seleccionaron aquellas que presentaban un numero minimo de

1.000 secuencias pareadas y menos de un 25% de indeterminaciones.

De las 51 muestras, 39 cumplieron las condiciones para el estudio (Tabla 1).

Tabla 1: Principales caracteristicas de los pacientes y su diagnéstico de las muestras
de Llorca et al. (2017).

Espaia Mujeres Hombres Total
Edad ainos

(DESVEST) 11,5 (3,73) 10,26 (3,73) 10,77 (3,70)
H.p.- 10 (25,64%) 13 (33,33%) 23 (58,97 %)
Dispepsia| 5 (12,82%) 7 (17,95%) 12 (30,76%)
Gastritis| 5 (12,82%) 6 (15,38%) 11 (28,20%)

Cancer 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
H.p.+ 6 (15,38%) 10 (25,64%) 16 (41,03%)

Dispepsia 1(2,56%) 2 (5,13%) 3 (7,69%)
Gastritis| 5 (12,82%) 8 (20,51%) 13 (33,33%)

Ulcera 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)

Metaplasia 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)

Cancer 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)

Total general 16 (41,03%) 23 (58,97%) 39 (100%)
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4.5 Seleccion del resto de proyectos y muestras

Se realizé una busqueda de diferentes proyectos independientes entre los afos
2004 y 2019 en la plataforma ENA utilizando las palabras clave “Gastric”, “Gastric
microbiome”, “Gastric microbiota” y “Gastric microbiota illumina”. Los factores
que hicieron elegibles a los proyectos eran: muestras gastricas, humanas,
secuenciadas por medio de una plataforma lllumina y cuyos datos de
secuenciacion y demograficos fueran accesibles. Ademas, era imprescindible
que dispusieran de los siguientes datos: pais, estado de infeccion por H. pyloriy
region del gen 16S secuenciada, siendo deseable conocer el estado de salud o
diagnostico del paciente. Asi mismo, solo se seleccionaron aquellas muestras
que presentaban un numero minimo de 1.000 secuencias pareadas y menos de

un 25% de indeterminaciones.

Se seleccionaron para el estudio 5 proyectos diferentes: PRIEB21497 (Castano-
Rodriguez et al., 2017), PRJEB22107 (Klymiuk et al., 2017), PRJEB21104
(Parsons et al., 2017) , PRINA310127 (Yu et al., 2017) y PRINA313391 (2016).
Las muestras de estos proyectos, junto con las del proyecto de LLorca et al.
(2017) sumaban un total de 660 muestras gastricas de pacientes desde 2004 a
2016.
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Proyecto PRJEB21497 (Castafio-Rodriguez et al., 2017):

Se caracterizo la microbiota gastrica de 36 pacientes adultos procedentes de
Malasia y Republica de Singapur con diferentes desordenes gastrointestinales
diagnosticados a partir de una biopsia de antro gastrico: 12 pacientes
recientemente diagnosticados de cancer gastrico no cardias, 20 pacientes con
dispepsia funcional y 4 con ulcera gastrica. El diagnéstico para H. pylori se

realizé por medio de deteccion de anticuerpos IgG para H. pylori en suero.

De las 36 muestras, 33 cumplen las condiciones para el estudio (tabla 2).

Tabla 2: Principales caracteristicas de los pacientes cuyas muestras han sido incluidas

y su diagnostico (PRJEB21497).

Malasia Mujeres Hombres Total
Edad ainos
(DESVEST) 55,67 (12,03) 56,39 (12,77) 56,06 (12,25)
H.p.- 3 (9,09%) 6 (18,18%) 9 (27,27%)
Dispepsia 3 (9,09%) 5 (15,15%) 8 (24,24%)
Gastritis 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cancer 0 (0,00%) 1 (3,03%) 1 (3,03%)
H.p.+ 12 (36,36%) 12 (36,36%) 24 (72,73%)
Dispepsia 5 (15,15%) 5 (15,15%) 10 (30,303%)
Gastritis 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Ulcera 0 (0,00%) 4 (12,12%) 4 (12,12%)
Metaplasia 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cancer 7 (21,21%) 3 (9,09%) 10 (30,30%)
Total general 15 (45,45%) 18 (54,55%) 33 (100%)
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Proyecto PRJEB22107 (Klymiuk et al., 2017)

Se caracterizo la microbiota gastrica de 30 pacientes adultos procedentes de
Austria con diferentes desérdenes gastrointestinales diagnosticados a partir de
una biopsia de antro gastrico. El diagndstico para el estado de H. pylori se realizd
mediante PCR especifica.

De las 30 muestras, 27 cumplen las condiciones para el estudio (tabla 3).

Tabla 3: Principales caracteristicas de los pacientes cuyas muestras han sido incluidas

y su diagnostico (PRJEB22107).

Austria Mujeres Hombres Total
Edad ainos
(DESVEST) 50,53 (18,78) 48,58 (11,61) 49,67 (15,74)
H.p.- 3(11,11%) 6 (22,22%) 9 (33,33%)
Dispepsia 2 (7,41%) 4 (14,81%) 6 (22,22%)
Gastritis 1(3,70%) 2 (7,41%) 3(11,11%)
Cancer 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
H.p.+ 12 (44,44%) 6 (22,22%) 18 (66,67 %)
Dispepsia 3(11,11%) 1(3,70%) 4 (14,81%)
Gastritis 9 (33,33%) 4 (14,81%) 13 (48,15%)
Ulcera 0 (0,00%) 1 (3,70%) 1 (3,70%)
Metaplasia 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cancer 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Total general 15 (55,56%) 12 (44,44%) 27 (100%)
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Proyecto PRJEB21104 (Parsons et al., 2017):

Se caracterizé la microbiota gastrica de 95 pacientes adultos residentes en
Inglaterra con diferentes desordenes gastrointestinales que requerian de una
biopsia de antro gastrico. En dicho estudio se analizé el efecto del uso de un
inhibidor de bomba de protones y el efecto de la atrofia autoinmune en la
microbiota intestinal. Aquellas muestras que no cumplieron con los requisitos de
esta tesis no fueron incluidas. El diagndéstico a infeccion por H. pylori se realizé
mediante el resultado positivo de alguna de las siguientes pruebas: prueba

rapida de ureasa, prueba seroldgica o histologia compatible con infeccion por H.

pylori.
De las 95 muestras presentadas en su articulo, 65 cumplen las condiciones para

el estudio (tabla 4).

Tabla 4: Principales caracteristicas de los pacientes cuyas muestras han sido incluidas
y su diagnostico (PRJEB21104).

UK Mujeres y hombres
Sexo 57,5 % Mujeres
Rango de edad 60 (48-70)
H.p.- 23 (38,98%)
Dispepsia 18 (27,69%)
Gastritis 0 (0,00%)
Cancer 5 (7,69%)
H.p.+ 42 (64,62%)
Dispepsia 0 (0,00%)
Gastritis 26 (40,00%)
Ulcera 0 (0,00%)
Metaplasia 3 (4,62%)
Cancer 7 (10,77%)
Total general 65 (100%)
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Proyecto PRJNA310127 (Yu et al., 2017):

Se caracterizo la microbiota gastrica de 80 pacientes adultos residentes en China
y 80 pacientes residentes en México todos con cancer gastrico. En este caso no
se valoro el estado de infeccion por H. pylori considerandose solo la presencia

de la bacteria en las muestras de biopsia
De las 160 muestras presentadas en su articulo, 59 (34 de México y 25 de China)

cumplen las condiciones para el estudio (tabla 5).

Tabla 5: Principales caracteristicas de los pacientes cuyas muestras han sido incluidas
y su diagnostico (PRINA310127).

China / México

(Portugal) Mujeres Hombres Total
H.p.- 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Dispepsia| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Gastritis| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cancer| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
H.p.+ 23 (38,98%) 36 (61,02 %) 59 (100%)
Dispepsia| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Gastritis| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Ulcera| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Metaplasia| 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cancer| 23 (38,98%) 36 (61,02 %) 59 (100%)
Total general 23 (38,98%) 36 (61,02 %) 59 (100%)
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Proyecto PRIJNA313391:

Se caracterizé la microbiota gastrica de 119 pacientes adultos residentes de
China por el hospital municipal de Qingdao con infeccion por H. pylori . Estas
muestras se hicieron publicas sin estar asociadas a la publicacion de un articulo
y solo se dispone de los datos facilitados a la hora de depositar las secuencias
entre las cuales no se encuentra el método de extraccion ni el método de
diagndstico para la infeccion para H. pylori. Se dispone del sexo, secuenciador

utilizado, estado de infeccion y patologia asociada entre los datos asociados a

las secuencias.

De las 119 muestras, 108 cumplen las condiciones para el estudio (tabla 6).

Tabla 6: Principales caracteristicas de los pacientes cuyas muestras han sido incluidas
y su diagnostico (PRINA313391).

China Mujeres Hombres Total
Edad anos
(DESVEST) 55,53 (12,33) 55,75 (12,76) 55,69 (12,36)
H.p.- 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Dispepsia 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Gastritis 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cancer 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
H.p.+ 32 (29,63%) 76 (70,37%) 108 (100%)
Dispepsia 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Gastritis 12 (11,11%) 17 (15,74%) 29 (26,85%)
Ulcera 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Metaplasia 6 (5,56%) 20 (18,52%) 26 (24,07%)
Cancer 14 (12,96%) 39 (36,11%) 53 (49,07%)
Total general 32 (29,63%) 76 (70,37%) 108 (100%)
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5. Resultados

5.1 Aplicacién de bioinformatica a estudios protedmicos

Los analisis por medio de MALDI TOF de 60 cepas de H. pylori provenientes de

cultivos de 60 muestras de biopsias gastricas se muestran en la tabla 7.

Se puede observar como inicialmente, el 45% de las cepas presentaron una
puntuacion menor de 1,6 al ser analizadas con la base de datos Biotyper OC 3.1.
Con la incorporacion de las cepas locales se obtuvo una mejoria en la
identificacion de las 60 cepas, mejorandose a su vez cuando se combinan las 2

bases de datos.

Tabla 7: Numero y porcentaje por puntuacién de cepas identificadas como H. pylori en
funcion de la base de datos utilizada.

Base de datos |Base de datos de| Bases de datos
Puntuacion Biotyper OC 3.1 cepas locales combinadas
Numero de Numero de Numero de
cepas (%) cepas (%) cepas (%)
>=2 0 (0%) 10 (16,67%) 10 (16,67%)
1,8-2 12 (20%) 28 (46,67%) 28 (46,67%)
1,6-1,79 21 (35%) 14 (23,33%) 14 (23,33%)
1,4-1,59 20 (33,33%) 5(8,33%) 7 (11,67%)
<14 7 (11,67%) 3 (5%) 1(1,67%)
Media 1,640+0,187 1,818%0,205 1,832+0,196
Total 60 60 60

Se puede observar que el 13% de las cepas presentaron una puntuacién menor

de 1.6 al utilizar la base de datos locales o las bases de datos combinadas.

Al analizar la base de datos del software MALDI Biotyper OC 3.1 de Bruker se
encontraron 7 cepas de H. pylori pertenecientes a colecciones internacionales.
Al incorporar las 15 cepas locales y realizar el estudio por solapamiento de picos
de las cepas de H. pylori se aprecian 3 agrupaciones diferentes (Fig. 2) y se
distingue una agrupacion de las cepas locales separadas de las aportadas por

la base de datos Bruker con la excepcion de la cepa H. pylori 151 RLT.
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Figura 2: Dendograma de las cepas de H. pylori presentes en la base de datos Bruker
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- Helicobacter pylon HLP_3403540

Helicobacter pylon HLP_3399738
Helicobacter pylon HLP_3408485
Helicobacter pylon HLP_3399739

(azul) y las incorporadas a la base de datos local (HLP, rojo).

Para determinar la importancia de su implementacion a nivel clinico se analizaron
de rutina un total de 133 aislamientos de H. pylori tras la incorporacion de las
cepas locales a la base de datos del MALDI-TOF. Los resultados concordaron

con los obtenidos previamente, tal y como se indica en la tabla 8.

Tabla 8: Numero y porcentaje de cepas identificadas como H. pylori con sus valores por

MALDI con las bases de datos combinadas.

Puntuacion Numero de
cepas (%)
> 2 20 (15,00%)
1,7- =<2 77 (57,90%)
14 -=<17 32 (24,10%)
=<1,4 4 (3,00%)
Total 133

A pesar de la alta variabilidad que presentan las cepas de H. pylori entre si, el
MALDI-TOF es un método eficaz para la identificacion de aislamientos clinicos,

aunque puede ser necesario incluir cepas locales en la base de datos para

considerar identificaciones aceptables con scores a partir de 1,7.
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5.2. Documento de instrucciones para el analisis metataxonémico

En el anexo | se encuentra el documento con instrucciones para la ejecucion de
diversas tareas para el analisis bioinformatico metataxondémico.

Las funciones incluidas son las siguientes:

- Ensamblaje, control de calidad y agrupacién de las secuencias
procedentes de la plataforma lllumina.
- Asignacion taxondémica.

- Preparacion de las tablas de abundancia por muestra.

En el anexo Il se encuentra el documento con instrucciones escritas en cédigos

de programacion, para directamente realizar las siguientes tareas:

Preparacién y normalizacion de las tablas de abundancias.

- Estimacion de la diversidad microbiana: diversidad alfa y diversidad beta.
- Analisis de agrupamiento jerarquico.

- Elaboracion de diagramas de Venn para determinar una microbiota core.

- Seleccion y estudio de los filos y géneros mayoritarios.
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5.3 Calculo del tamaino muestral

El estudio del tamano muestral necesario para obtener una potencia estadistica
de, al menos, un 0.95 se realizd con las secuencias de biopsia gastrica de Llorca
et al, (2017) analizadas con la base de datos SILVA 132.

El estudio presenta los valores de los indices de diversidad de Shannon y Simpson
con sus desviaciones estandar para un tamafo muestral de 39 biopsias de antro
gastrico divididas en 2 grupos de pacientes ambos con sintomas dispépticos: 16
muestras provenientes de pacientes diagnosticados como positivos a infeccidn por

H. pyloriy 23 pacientes con diagndstico negativo a H. pylori (Tabla 9).

Tabla 9: Calculo de los indices de diversidad en funcion del estado de infeccion de los
pacientes por H. pyloriy potencia de la prueba estadistica WilkonxonMann-Whitne

indices _ Tamafo del Tamaﬁo muestral
Mediat DESVEST efecto requerido (Poder 0.95)
Hp Negativo | Hp positivo
Shannon (n=23) (n=16) 0,82 95
1,76+0,68 1,1810,63
. Hp Negativo |Hp positivo
SIMPSON 1) 610,19 |0,4420,21 0.79 98

El tamafo del efecto que ejerce la condicion infeccion por H. pylori sobre los
indices de diversidad es grande (aprox. 0.8) por lo que el numero total de muestras
necesario para poder detectar esas diferencias con un poder estadistico de 0.95
es de entre 95 y 100 muestras.

Como se puede ver graficamente en la figura 3, un aumento del tamafio muestral
por encima de 100 aumentaria muy ligeramente la potencia del estadistico para
determinar el efecto de la infeccion por H. pylori sobre la diversidad bacteriana

gastrica reflejada por los indices de Simpson y Shannon.
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Figura 3: Potencia de la prueba estadistica WilkonxonMann-Whitne para las
comparaciones de los indices de Simpson y Shannon de acuerdo con el tamafio
muestral.

Por lo tanto, son necesarias, al menos, 100 muestras para obtener un poder
estadistico del 0.95% en la comparacién del indice de Shannon entre pacientes
diagnosticados como positivos o negativos para la infeccidon por H. pylori, siendo
lo ideal contar con, al menos, 140 muestras para un estudio donde las
desviaciones estandar sean pequefas. Como no se sabe si la microbiota gastrica
es constante a lo largo de los paises y en los diferentes estudios, se utilizara un

numero mayor de muestras.
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5.4 Determinacion del efecto de la utilizacion de diferentes bases de datos

de referencia en estudios metataxonémicos

El efecto de la eleccion de la base de datos utilizada sobre los resultados
obtenidos se realizé con las muestras de Llorca et al. (2017).

Se analizaron las mismas secuencias de alta calidad con las bases de datos
greengenes GG_13 (2013) y Silva 132 (2018).

Debido al gran efecto que causan las secuencias de H. pylori por su elevada
abundancia relativa se procedido a normalizar su asignacion taxondémica en

ambas bases de datos.

Asi pues, en la base de datos Greengenes el género Helicobacter esta incluido

de la siguiente forma:

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterale

s;f__Helicobacteraceae;g__ Helicobacter

Mientras que en la base de datos Silva, aparece de la siguiente forma:

D_0_ Bacteria.D_1__ Epsilonbacteraeota.D_2_Campylobacteria.D_3 __Camp
ylobacterales.D_4 Helicobacteraceae.D_5 _Helicobacter

Logicamente se refieren a la misma bacteria y no realizar estos cambios haria

imposible la comparacién del resto de los microorganimos.

Una vez realizado el cambio taxonémico se analizaron las secuencias de las 39
muestras que pasaron los criterios de inclusidon mediante el uso de las base de
datos SILVA 132 y Greengenes 13.8 obteniéndose un total de 357 asignaciones

taxonomicas diferentes provenientes de 587.232 secuencias totales.
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5.4 .1 Diversidad alfa

El analisis de las secuencias analizadas no presenta diferencias significativas
por el uso de las bases de datos Silva y/o Greengenes en los valores de los
indices de Shannon o Simpson (p-valor 0.84 y p-valor = 0.97 respectivamente)

(Fig 4).
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Figura 4: Valores de Shannon (A) y Simpson (B) de acuerdo con la base de
datos utilizada (Green= Greengenes 13.8, en verde y Silva= SILVA 132,
morado).

5.4.2 Diversidad beta

El analisis de la diversidad beta, calculada de acuerdo con la abundancia relativa
de asignaciones taxonémicas (Bray-Curtis) y la presencia/ausencia de dichas
asignaciones (matriz de distancias de Jaccard binaria), indicaron que las muestras
analizadas se agrupan en funcién del perfil microbiolégico obtenido segun la base
de datos utilizada (p valor < 0.001 y p valor < 0.001, respectivamente)

obteniéndose patrones similares espacialmente separados entre si (Fig. 5).
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Figura 5: PCoAs de los perfiles microbioldgicos de las muestras de biopsia gastrica en funcion de la
abundancia relativa de las diferentes asignaciones taxonémicas por medio de la matriz de distancia de
Bray-Curtis (A) y la presencia/ausencia de dichas asignaciones por medio de la matriz de distancias de
Jaccard binaria (B) obtenidas por medio de la base de datos Silva 132 (Silva, rojo) y Greengenes 13,8
(Green, negro).

5.4.3 Asignaciones taxonémicas

Al analizar las minimas asignaciones taxonémicas de las secuencias analizadas
se aprecia una correlacién entre las diferentes taxonomias asignadas por las
bases de datos utilizadas. Cuando la asignacién taxonémica permanece constante
entre las bases de datos, no se encuentran diferencias significativas en la
abundancia relativa de las dichas secuencias. Por el contrario, se aprecian
diferencias en aquellas asignaciones taxondmicas que han podido sufrir un
cambio en la taxonomia (como es el ejemplo del género Rothia que fue reasignada
del orden Actinomycetales al orden Micrococcales o del género Helicobacter que
fue reasignada del filo Proteobacteria al filo Epsilonbacteraeota), o que han sido
clasificadas en niveles taxondmicos mas profundos por la base de datos Silva
(Tabla 10).

Al analizar los 20 géneros mayoritarios solo se obtuvieron diferencias significativas
en 3 de ellos, coincidiendo 2 de ellos con géneros no detectados por la base de
datos Greengenes 13.8 (Tabla 11) .
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Tabla 10: Comparativa de las 20 asignaciones taxondmicas mas abundantes. En gris posibles reasignaciones taxonémicas.

Greengenes 13.8 SILVA 132 P-valuet
Minima asignacién taxonémica (MAT) n (%) Mgg;?a n (%) Median (IQR)
Bacteria | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales | 38 28,96 38 29,11 0,88
Pseudomonadaceae | Pseudomonas (97,44%) (5,62-51,82) (97,44%) (5,85-52,1)
Bacteria | Epsilonbacteraeota | Campylobacteria | Campylobacterales | Helicobacteraceae | 28 2,23 28 2,23 0,92
Helicobacter (71,79%) | (<0,01-43,25) | (71,79%) | (<0,01-43,27)
Bacteria | Firmicutes | Bacilli | Bacillales | Staphylococcaceae | Staphylococcus 29 0,12 29 0,12 0,91
(74,36%) (0,01-0,91) (74,36%) (0,01-0,91)
Unassigned 36 2,98 0 <0,01 <0,001
(92,31%) (0,32-10,51) (0%) (<0,01-<0,01)
Bacteria 0 <0,01 36 2,88 <0,001
(0%) (<0,01-<0,01) | (92,31%) (0,22-8,9)
Bacteria | Firmicutes | Bacilli | Lactobacillales | Streptococcaceae | Streptococcus 33 0,27 33 0,27 0,92
(84,62%) (0,05-0,91) (84,62%) (0,05-0,91)
Bacteria | Bacteroidetes | Bacteroidia | Bacteroidales | S247 | 33 1,03 0 <0,01 <0,001
(84,62%) (0,02-8,45) (0%) (<0,01-<0,01)
Bacteria | Bacteroidetes | Bacteroidia | Bacteroidales | Muribaculaceae | 0 <0,01 33 0,25 <0,001
unculturedbacterium (0%) (<0,01-<0,01) | (84,62%) (0,02-7,3)
Bacteria | Bacteroidetes | Bacteroidia | Bacteroidales | Bacteroidaceae | Bacteroides 29 0,5 29 0,5 0,91
(74,36%) (0,01-2,25) (74,36%) (0,01-2,25)
Bacteria | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales | Enterobacteriaceae | 31 0,27 0 <0,01 <0,001
(79,49%) (0,02-1,17) (0%) (<0,01-<0,01)
Bacteria | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales | Moraxellaceae | 35 1,2 35 1,2 0,94
Acinetobacter (89,74%) (0,3-2,86) (89,74%) (0,3-2,86)
Bacteria | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales | Enterobacteriaceae | 0 <0,01 29 0,1 <0,001
EscherichiaShigella (0%) (<0,01-<0,01) | (74,36%) (<0,01-0,81)
Bacteria | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae 31 0,49 31 0,49 0,95
| Sphingobium (79,49%) (0,04-1,51) (79,49%) (0,03-1,51)
Bacteria | Actinobacteria | Actinobacteria | Corynebacteriales | Corynebacteriaceae | 0 <0,01 15 <0,01 <0,001
Corynebacterium1 (0%) (<0,01-<0,01) | (38,46%) (<0,01-0,06)
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Continuacién Tabla 10

Greengenes XX SILVA 132 P-valuet
Minima asignacion taxonémica (MAT) n (%) Mzelcclli;;la n (%) Median (IQR)
Bacteria | Proteobacteria | Betaproteobacteria | Burkholderiales | Oxalobacteraceae 35 1,42 0 <0,01 <0,001
(89,74%) (0,18-2,93) (0%) (<0,01-<0,01)
Bacteria | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Betaproteobacteriales | 0 <0,01 35 1,43 <0,001
Burkholderiaceae | Herbaspirillum (0%) (<0,01-<0,01) | (89,74%) (0,18-2,95)
Bacteria | Firmicutes | Bacilli | Lactobacillales | Lactobacillaceae | Lactobacillus 32 0,48 32 0,54 0,89
(82,05%) (0,07-1,32) (82,05%) (0,07-1,32)
Bacteria | Actinobacteria | Actinobacteria | Actinomycetales | Corynebacteriaceae | 23 0,03 0 <0,01 <0,001
Corynebacterium (58,97%) (<0,01-0,34) (0%) (<0,01-<0,01)
Bacteria | Actinobacteria | Actinobacteria | Actinomycetales | Micrococcaceae | Rothia 15 <0,01 0 <0,01 <0,001
(38,46%) (<0,01-0,06) (0%) (<0,01-<0,01)
Minor_genera 39 11,16 39 12,63 0,38
(100%) (6-17,44) (100%) (6,48-21,06)

#n (%): Numero de muestras que detectaron la MAT (frecuencia relativa de deteccion).
T Prueba Wilconxon de rangos con la correccion de Bonferroni.
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Tabla 11: Taxonomia de los 20 géneros mayoritarios ordenados por la abundancia relativa de los filos (grises) y los géneros.

Greengenes 13.2 Silva 132 P-valort
n (%) Mediana (IQR) n (%) Mediana (IQR)

Proteobacteria 51 (100%) 31,63 (10,44-62,13) 51 (100%) 31,57 (10,51-62,17) 0,93
Pseudomonas 50 (98,04%) 25,25 (5,85-48,17) 50 (98,04%) 25,26 (6,12-48,22) 0,89
Acinetobacter 46 (90,2%) 1,1 (0,3-2,82) 46 (90,2%) 1,1 (0,3-2,82) 0,93

Escherichia 0 (0%) <0,01 (<0,01-<0,01) 35 (68,63%) 0,06 (<0,01-0,6) <0,001
Herbaspirillum 0 (0%) <0,01 (<0,01-<0,01) 47 (92,16%) 1,18 (0,22-2,88) <0,001
Sphingobium 41 (80,39%) 0,23 (0,03-1,39) 41 (80,39%) 0,23 (0,03-1,39) 0,95
Haemophilus 28 (54,9%) 0,09 (<0,01-0,62) 28 (54,9%) 0,06 (<0,01-0,59) 0,9

Epsilonbacteraeota 36 (70,59%) 0,62 (<0,01-17,17) 39 (76,47%) 0,8 (0,04-17,18) 0,54
Helicobacter 36 (70,59%) 0,62 (<0,01-17,17) 36 (70,59%) 0,62 (<0,01-17,18) 0,93

Clostridium 9 (17,65%) <0,01 (<0,01-<0,01) 20 (39,22%) <0,01 (<0,01-0,13) 0,017

Firmicutes 51 (100%) 9,11 (4,5-16,01) 51 (100%) 9,15 (4,5-15,75) 0,99
Staphylococcus 38 (74,51%) 0,2 (0,01-0,91) 38 (74,51%) 0,2 (0,01-0,91) 0,92
Streptococcus 45 (88,24%) 0,32 (0,06-1,03) 45 (88,24%) 0,32 (0,06-1,03) 0,92

Blautia 22 (43,14%) <0,01 (<0,01-0,19) 24 (47,06%) <0,01 (<0,01-0,27) 0,66
Lactobacillus 40 (78,43%) 0,48 (0,04-1,08) 40 (78,43%) 0,54 (0,04-1,08) 0,91
Bacteroidetes 51 (100%) 7,61 (2,1-16,92) 51 (100%) 7,65 (2,11-16,94) 0,95
Bacteroides 40 (78,43%) 0,5 (0,07-1,84) 40 (78,43%) 0,5 (0,07-1,85) 0,9
Prevotella 36 (70,59%) 0,12 (<0,01-0,75) 34 (66,67%) 0,11 (<0,01-0,75) 0,88

Filos minoritarios 50 (98,04%) 1,86 (0,75-5,43) 50 (98,04%) 1,86 (0,79-5,46) 0,93
Rothia 20 (39,22%) <0,01 (<0,01-0,06) 16 (31,37%) <0,01 (<0,01-0,05) 0,5
Corynebacterium 30 (58,82%) 0,03 (<0,01-0,34) 26 (50,98%) 0,01 (<0,01-0,18) 0,28
Anaeroplasma 19 (37,25%) <0,01 (<0,01-0,07) 19 (37,25%) <0,01 (<0,01-0,07) 0,97

Akkermansia 29 (56,86%) 0,1 (<0,01-0,56) 30 (58,82%) 0,13 (<0,01-0,56) 0,8
Minor_genera 51 (100%) 6,76 (2,62-10,11) 51 (100%) 9,71 (3,49-12,76) 0,096

Filo no clasificado 48 (94,12%) 4,07 (0,35-15,88) 48 (94,12%) 4,05 (0,33-13) 0,86
Género no clasificado 51 (100%) 22,11 (12,04-34,55) 51 (100%) 16,19 (6,3-25,33) 0,045

*n (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccion).
T Prueba Wilconxon de rangos con la correccion de Bonferroni.
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5.5 Descripcidon taxonémica de los proyectos estudiados

Se seleccionaron los 5 proyectos descritos en el apartado de material y métodos.
Las patologias aceptadas para este estudio son: muestras sin patologia aparente
procedentes de pacientes con dispepsia funcional, gastritis (crénica o atréfica),
ulcera, metaplasia y cancer.

Solo se seleccionaron aquellas muestras que presentaban un numero de al

menos 1000 secuencias pareadas y menos de un 25% de indeterminaciones.

Finalmente, se analizd la microbiota gastrica de un total de 631 muestras de las
cuales solo 331 cumplieron los criterios de inclusién.

De las 331 muestras incluidas, el 39.68 % de las muestras corresponden a
mujeres y la media de edad fue de 46.44 afos. Las principales caracteristicas de
los pacientes cuyas muestras han sido incluidas y su diagndéstico se recogen en
la tabla 12:

Tabla 12: Datos de diagndstico de la infeccion por H. pylori y patologia asociada de las
muestras que cumplieron los criterios de inclusién de todos los proyectos.

Total de proyectos 39.68 % Mujeres
H.p.- 64 (19,34%)
Dispepsia 43 (12,99%)
Gastritis 15 (4,53%)
Cancer 6 (1,81%)
H.p.+ 267 (80,66%)
Dispepsia 18 (5,44%)
Gastritis 87 (26,28%)
Ulcera 4 (1,21%)
Metaplasia 29 (8,76%)
Cancer 129 (38,97%)
Total general 331 (100%)
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5.5.1 Proyecto Llorca et al. (2017)

Se realiz6 la comparacion de los datos publicados por los estudios de referencia
con los obtenidos con nuestro protocolo de trabajo.

Al realizar la asignacion taxonémica se obtuvo una abundancia relativa muy
parecida al estudio de referencia. Se obtuvieron 8 de sus 10 géneros
mayoritarios entre los 10 géneros mayoritarios al realizar nuestra metodologia.
De los dos géneros que no se detectaron entre los 10 primeros ( Rothia y Blautia),
Rothia se encontré entre los 15 mayoritarios y Blautia no se encontrd entre los

géneros mayoritarios (Fig 6).
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Figura 6: Abundancia relativa y composicion bacteriana a nivel de género en funcion del
estado de infeccion por H. pylori (negativo= Neg y positivo =HpPos) y las diferentes
patologias gastricas asociadas de las muestras del proyecto Llorca et al. (2017).
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5.5.2 Proyecto PRJNA313391

Al realizar la asignacién taxondmica de las secuencias obtenidas de las muestras
del proyecto PRIJNA313391 obtuvimos una relacién de abundancias relativas
muy parecida a su estudio. Se obtuvieron sus 10 géneros mayoritarios incluidos
entre los 11 géneros mayoritarios de nuestro analisis. Dentro de nuestros 10
géneros mayoritarios se detectdé el género Novosphingobium que no fue
detectado por ellos (Fig 7). Entre los grupos de pacientes negativos para
infeccion por H. pylori, el grupo de pacientes con cancer solo esta compuesto
por un individuo por lo que la abundancia relativa de los géneros detectados

puede no ser representativa de su grupo.
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Figura 7: Abundancia relativa y composicion bacteriana a nivel de género en funcion del
estado de infeccion por H. pylori (negativo= Neg y positivo =HpPos) y las diferentes
patologias gastricas asociadas de las muestras procedentes del proyecto
PRJNA313391.
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5.5.3 Proyecto PRJEB22107

En el estudio original del proyecto PRJEB22107 no se realizé una discusion
sobre la abundancia relativa a nivel de géneros, centrandose especialmente en
el nivel taxonémico de filo. Se discute sobre perfiles microbianos muy parecidos
al de los estudios de Andersson et al., (2008), Khosravi et al. (2014), laniro et al.
(2015) y Llorca et al. (2017) haciendo hincapié en la gran abundancia de H. pylori
entre los pacientes positivos y la importancia de las bacterias pertenecientes al
género Streptococcus en los pacientes H. pylori negativos (Klymiuk et al., 2017)

coincidiendo los resultados que obtuvimos (Fig 8) .
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Figura 8: Abundancia relativa y composicion bacteriana a nivel de género en funcién del
estado de infeccion por H. pylori (negativo= Neg y positivo =HpPos) y las diferentes
patologias gastricas asociadas de las muestras procedentes del proyecto PRJEB22107.
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5.5.4 Proyecto PRJEB21104

En el estudio de Parson et al. (2017) realizaron la discusién con la asignacién
taxonoémica a nivel de familia. En este estudio detectaron una gran abundancia
relativa de bacterias procedentes de las familias Helicobacteraceae,
Fusobacteraceae, Neisetiaceae, Prevotellaceae, Veillonelaceae  y

Streptococcaceae entre otros.

Con nuestra metodologia pudimos detectar muchos de los géneros que

componen las citadas familias entre los 20 mayoritarios (Fig. 9):
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Figura 9: Abundancia relativa y composicion bacteriana a nivel de género en funcion del
estado de infeccion por H. pylori (negativo= Neg y positivo =HpPos) y las diferentes
patologias gastricas asociadas de las muestras procedentes del proyecto PRJEB21104.
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5.5.5 Proyecto PRJNA310127

Las secuencias almacenadas en el proyecto PRINA310127 han sido analizadas
en diferentes estudios como el de Yu et al. (2017) y Ferreira et al. (2018). En
estos estudios caracterizan la microbiota de sus muestras por la gran abundancia
relativa de las bacterias procedentes de los géneros Helicobacter, Lactobacillus,
Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Haemophilus y bacterias de la familia
Enterobacteriaceae. En nuestro estudio se detectaron dichos géneros entre
nuestros géneros mayoritarios (Fig. 10).
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muestras gastricas del proyecto PRJEB21104. En este caso el grupo corresponde a
pacientes con cancer e infeccion por H. pylori.
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5.5.6 Proyecto PRJNA313391

Este grupo de secuencias no tiene un articulo en el que se reflejen las pruebas
diagndsticas de H. pylori y no disponemos de unos resultados preliminares de
los géneros mayoritarios. Estas muestras han sido ya utilizadas por Leeuw y
Duval. (2020) (de Leeuw y Duval, 2020) quienes detectaron los géneros
Ochrobactrum, Pannonibacter y Sphingomonas entre otros. Este estudio es el
que mas dudas genera ya que no ha sido publicado en un articulo por el equipo
que lo secuencid, es el que mas géneros exclusivos presenta entre los géneros
mayoritarios (12 de los 20 géneros mayoritarios) y el perfil microbioldégico es muy

diferente a los perfiles encontrados en los otros estudios (Fig. 11).
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Figura 11: Abundancia relativa y composicion bacteriana a nivel de género de las
muestras gastricas del proyecto PRJEB21104. En este caso el grupo corresponde a
pacientes con positivos para infeccion por H. pylori (HpPos) y diferentes patologias
gastricas.

Para estudiar la idoneidad del proyecto se comparara con las muestras de cancer

gastrico del mismo pais del estudio de Yu et al. (2017).
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5.5.7 Estudio de idoneidad del proyecto PRJNA313391

Para determinar la viabilidad de las muestras del proyecto PRJNA313391 se
realizd un estudio comparativo de muestras procedentes del mismo origen
geografico del proyecto de Yu et al. (2017), proyecto PRIJNA310127.

Se analizaron un total de 133 muestras (108 procedentes del proyecto
PRJNA313391 y 25 del estudio de Yu et al. (2017)) procedentes de pacientes
diagnosticados como Helicobacter positivo con residencia en China. En total se
analizaron un total de 7.090.635 secuencias filtradas de alta calidad, con un rango
desde 12.725 a 171.320 secuencias por muestra (mediana (IQR)= 55.528
(44.581,25-77.890) y 25.317 (18.735-30.893) en las muestras de PRJNA313391
y Yu et al.) obteniéndose un total de 1554 ASVs diferentes.

La mediana de los valores de diversidad de Shannon fue de 2,65 y 1,34 mientras
que la mediana de los valores de diversidad de Simpson fue de 0,7 y 0.26
respectivamente. En general, hubo diferencias significativas en funcion del estudio

analizado en ambos indices de diversidad (p< 0,001 para ambos indices).(Fig. 12).
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Figura 12: indices de diversidad de Shannon (A) y Simpson (B) en muestras de los
proyectos PRINA310127 (verde) y PRINA313391 (naranja).
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El analisis de la diversidad beta mantuvo esa misma tendencia. La diversidad beta
calculada acorde a la abundancia relativa (mediante el analisis de matrices de
distancia de Bray-Curtis) (Fig. 13-A) o acorde a la presencia y ausencia de las
secuencias ASVs (mediante el analisis de las matrices de distancia de Jaccard
binarias) (Fig. 13-B), indicaron una clara separacion de los perfiles bacterianos
dependiendo del tipo del estudio (p < 0,001 y p < 0,001, respectivamente;
PERMANOVA).
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Figura 13: PCoAs de asignaciones taxondmicas (Bray-Curtis) (A) y la
presencia/ausencia de dichas asignaciones (matriz de distancias de Jaccard binaria) (B)
en el proyecto PRINA310127 (triangulo, rojo) y PRINA313391(circulo, negro) El valor
en cada eje representa el porcentaje de variacién explicado por ese egje.

Las diferencias en los perfiles bacterianos se encontraron a diferentes niveles

taxonémicos:

Se identificaron un total de 39 filos diferentes siendo los filos Proteobacteria,
Epsilonbacteraeota, Actinobacteria y Firmicutes los mas abundantes. Hubo un
efecto significativo del tipo de muestra sobre los filos Proteobacteria,
Epsilonbacteraeota, Actinobacteria y el grupo de filos minoritarios (p<0,001)
(Tabla 13) .
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Entre los géneros mayoritarios se aprecian claros patrones en funcion del estudio.
El principal género diferenciador fue el género mayoritario detectado en el estudio
PRJNA313391, Ochrobactrum. Se detecté en todas las muestras y presentd una
abundancia relativa con una mediana (IQR) de 36,34 (25,41-44,70), mientras que
no fue detectado en las muestras del estudio de Yu et al. El género Helicobacter
fue detectado en ambos estudios con una abundancia relativa significativamente
mayor en las muestras del estudio de Yu et al. que en las muestras del estudio
PRJNA313391 (54,83 (0,18-76,53) y 0,78 (<0,01-11,82) respectivamente)
(p<0.001). Otros géneros mayoritarios también fueron detectados solo en las
muestras del proyecto PRJNA313391. Haematomicrobium, Pannonibacter,
Bacillus, Burkholderia o Sphingomonas. Por el contrario, todos los géneros
mayoritarios detectados en las muestras del proyecto PRJNA310127 fueron
detectados en las muestras del estudio PRJNA313391 con diferentes

abundancias relativas (Tabla 13).
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Tabla 13: Abundancia relativa (%), expresada como la mediana y los rangos intercuartilicos (IQR), de los
20 géneros y 4 filos mayoritarios en funcién del proyecto analizado.

PRJNA310127 PRJNA313391 P-valort
Filo/Género n(%)* Mg"Q";;‘a n(%)* “’;fQ"'l':)"

Proteobacteria 22 (88%) 0,80 (0,12-5,39) 108 (100%) | 61,63 (48,62-68,63) | <0,001
Ochrobactrum| 0(0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 108 (100%) | 36,34 (25,41-44,7) | <0,001
Pannonibacter| 0(0%) |<0,01 (<0,01-<0,01)| 108 (100%) 2,63 (1,94-3,98) <0,001
Burkholderia| 0 (0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 79 (73,15%) | 2,13 (<0,01-3,78) | <0,001
Sphingomonas| 0(0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 108 (100%) 1,90 (0,93-2,89) <0,001
Acinetobacter| 12 (48%) | <0,01 (<0,01-0,13) | 108 (100%) 1,10 (0,69-1,61) <0,001
Enhydrobacter| 1(4%) |<0,01(<0,01-<0,01) | 107 (99,07%) | 0,36 (0,18-1,15) <0,001
Pseudomonas| 11 (44%) | <0,01 (<0,01-0,15) | 108 (100%) 0,69 (0,38-1,19) <0,001
Epsilonbacteraeota 24 (96%) | 55,03 (1,22-76,53) | 83 (76,85%) | 0,78 (0,01-11,84) | <0,001
Helicobacter| 21 (84%) | 54,83 (0,18-76,53) | 78 (72,22%) | 0,78 (<0,01-11,82) | <0,001
Actinobacteria 9 (36%) | <0,01(<0,01-0,46) | 108 (100%) | 14,64 (11,38-17,16) | <0,001
Haematomicrobium| 0 (0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 108 (100%) 7,45 (5,85-9,54) <0,001
Tsukamurella| 0 (0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 108 (100%) 1,38 (1,02-1,79) <0,001
Gordonia| 0(0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 108 (100%) 1,06 (0,82-1,47) <0,001
Cutibacterium| 0 (0%) |<0,01 (<0,01-<0,01)| 108 (100%) 0,83 (0,36-1,23) <0,001
Firmicutes 22 (88%) | 4,41 (0,18-12,93) 108 (100%) 5,53 (2,92-9,51) 0,23
Bacillus| 0 (0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 86 (79,63%) 0,15 (0,03-3,01) <0,001
Lactobacillus| 4 (16%) |<0,01 (<0,01-<0,01)| 108 (100%) 1,02 (0,53-1,68) <0,001
Staphylococcus| 0 (0%) |<0,01(<0,01-<0,01)| 108 (100%) 0,64 (0,38-1,42) <0,001
Prevotella| 18 (72%) 1,91 (<0,01-6,14) | 79 (73,15%) | 0,03 (<0,01-0,12) | <0,001
Chryseobacterium| 6 (24%) |<0,01(<0,01-<0,01) | 78 (72,22%) | 0,04 (<0,01-0,10) 0,003
Thermus| 0(0%) |<0,01(<0,01-<0,01) | 101 (93,52%) | 0,20 (0,06-0,59) <0,001

Filos minoritarios 23 (92%) 8,82 (0,9-42,48) 108 (100%) 2,32 (1,31-4,32) 0,012
Géneros minoritarios | 25 (100%) | 15,97 (0,72-57,42) 108 (100%) 14,15 (9,85-20,86) 0,55
Filo no clasificado 25 (100%) | 17,36 (12,34-21,32) | 107 (99,07%) | 4,04 (1,99-7,32) <0,001
Género no clasificado | 25 (100%) | 19,89 (14,47-22,24) | 108 (100%) 6,62 (3,72-11,48) | <0,001

*n (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccion).
T Prueba Wilconxon de rangos con la correccién de Bonferroni.
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Para determinar si el estudio PRINA313391 presentaba un perfil microbiano con
contaminantes se realizé un estudio de correlaciones dentro de sus 20 géneros
mayoritarios reordenandolos en funcion de su perfil de correlaciones mediante el

método hclust (Fig 14).
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Figura 14: Grafico de correlaciones mixto de los 20 géneros con mayor abundancia
relativa media del proyecto PRINA313391. Los géneros se han reordenado por similitud
de correlaciones mediante el método hclust. Las correlaciones positivas se representan
en color azul y las correlaciones negativas en color rojo.

Al realizar el estudio de correlaciones se aprecian 3 grandes grupos de géneros
siendo el grupo compuesto por los géneros Gordonia, Pannonibacter,
Ochrobactrum y Haematomicrobium el grupo que presenta mayores correlaciones

entre si.
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Todos estos géneros, aunque pueden ser patdégenos oportunistas, se suelen
encontrar en muestras de suelo y agua (Alvarado Capo et al., 2007; Imirzalioglu,
Hain, Hossain, Chakraborty, & Domann, 2010; Mufoz-Pefa, Ocana-Cano,
Amores-Antequera, & Cantudo-Munoz, 2016; M. Wang et al., 2017). Al
presentarse en correlaciones positivas significativas y encontrarse en todas las
muestras del estudio, podria tratarse de contaminantes de algun reactivo.

En base a estos resultados no podemos concluir que el estudio PRINA313391 no
haya sufrido una fuente de contaminaciéon. Debido a que estos 4 géneros
presentan una abundancia relativa media conjunta de 47.73%, siendo el género
Ochrobactrum el género mayoritario del estudio, no consideramos viable eliminar
las posibles secuencias contaminantes y por tanto sera excluido de los siguientes

estudios.
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5.6 Influencia de Helicobacter pylori

Para determinar el efecto de la infeccion por H. pylory en la microbiota gastrica se
realizd un estudio comparativo de muestras de biopsia gastrica de los proyectos
Llorca et al., (2017), PRUEB21497, PRJEB22107, PRJEB21104 y PRINA310127.

Se analizaron un total de 223 muestras (64 muestras de biopsias procedentes de
pacientes diagnosticados como Helicobacter negativo y 159 provenientes de
pacientes diagnosticados como Helicobacter positivo) procedentes de proyectos
de diversas areas geograficas. En total se analizaron un total de 8.062.415
secuencias filtradas de alta calidad, con un rango desde 1.098 a 343.161
secuencias por muestra (mediana (IQR)= 6.952,5 (2.776-19.033,25) y 23.864
(14.352,5-45.499) en las muestras de pacientes Helicobacter negativos y positivos

respectivamente), obteniéndose un total de 732 ASVs diferentes.

5.6.1 Diversidad alfa.

La mediana de los valores de diversidad de Shannon fue de 2,35 en las muestras
provenientes de pacientes negativos y 0,90 en las biopsias gastricas de pacientes
positivos. Se mantuvo esa tendencia cuando se analizé el indice de diversidad
Simpson que fue de 0,81 y 0,39, respectivamente. En general, hubo un efecto
significativo del diagnostico de infeccion por H. pylori en ambos indices de
diversidad (p< 0,001 para ambos indices) (Fig. 15).
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Figura 15: Mediana de los valores de diversidad de Shannon (A) y Simpson (B) en las

muestras provenientes de pacientes diagnosticados sin infeccion de H. pylori (Neg, azul)
y positivos a infeccién por H. pylori (HpPos, rojo).

5.6.2 Diversidad beta

La diversidad beta calculada acorde a la abundancia relativa de las secuencias
ASVs (mediante el analisis de matrices de distancia de Bray-Curtis) o acorde a la
presencia y ausencia de las secuencias ASVs (mediante el analisis de las matrices
de distancia de Jaccard binarias), indicaron una separacion significativa de los
perfiles bacterianos en funcién de la infeccion por H. pylori (p < 0,001 y p < 0,001,
respectivamente; PERMANOVA) (Fig. 16).
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Figura 16: PCoAs de los perfiles bacterianos a nivel ASV basado en la matriz de
distancia Bray-Curtis (A) y la matriz de distancia Jaccard binaria para el estudio por
presencia/ausencia (B) de muestras de biopsias gastricas. El color significa el
diagnostico para la infeccion por H. pylori (Neg= negativo, circulo negro; HpPos=
positivos, triangulo rojo). El valor en cada eje representa el porcentaje de variacion
explicado por ese eje.

5.6.3 Diferencias taxondmicas

Las diferencias en los perfiles bacterianos se encontraron a diferentes niveles
taxonémicos.

Se identificaron un total de 22 filos diferentes, siendo los filos Epsilonbacteraeota,
Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes los mas abundantes. Hubo un efecto
significativo del tipo de muestra sobre los filos Epsilonbacteraeota, Firmicutes,
Proteobacteria y Bacteroidetes y el grupo de filos minoritarios (p<0,001 en todas

las comparaciones) (Tabla 14).

Entre los géneros mayoritarios hay una clara importancia del género Helicobacter
en las muestras Helicobacter positivo. El principal género diferenciador fue el
género mayoritario Helicobacter, detectado en 42 muestras de pacientes
negativos (65,62%) y en 134 muestras de pacientes positivos (84,28%), siendo

estas frecuencias de deteccidén estadisticamente diferentes (Chi-cuadrado de
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Pearson (p-valor =0,003)). La abundancia relativa del género Helicobacter

presentd, en general, un aumento en aquellos pacientes diagnosticados como
Helicobacter positivos 71,49 (3,04-97,02) frente a 0,11 (<0,01-2,29) en los

pacientes diagnosticados como Helicobacter negativos (Tabla 14).

Tabla 14: Abundancia relativa (%), expresada como la mediana y los rangos intercuartilicos (IQR),
de los 20 géneros y 4 filos mayoritarios en funcion diagnéstico para H. pylori.

Helicobacter negativo Helicobacter positivos P-valort
. . Mediana Mediana
Filo/Género n (%)* (IQR) n (%)* (IQR)

Epsilonbacteraeota 49 (76,56%) 1,34 (0,09-8,31) | 149 (93,71%) | 71,61 (3,83-97,16) <0,001
Helicobacter| 42 (65,62%) | 0,11 (<0,01-2,29) | 134 (84,28%) | 71,49 (3,04-97,02) <0,001
Campylobacter| 31 (48,44%) | <0,01(<0,01-1,88) | 64 (40,25%) | <0,01(<0,01-0,08) 0,003
Firmicutes 63 (98,44%) | 22,28 (10,02-38,91) | 153 (96,23%) | 4,41 (0,27-22,59) <0,001
Streptococcus | 56 (87,50%) | 5,43 (0,47-17,05) | 137 (86,16%) | 0,33 (0,04-2,56) <0,001
Lactobacillus | 32 (50,00%) | <0,01(<0,01-0,8) | 60 (37,74%) | <0,01 (<0,01-0,14) 0,099
Veillonella| 42 (65,62%) | 0,33 (<0,01-3,29) | 92 (57,86%) 0,03 (<0,01-0,60) 0,013
Staphylococcus | 44 (68,75%) | 0,09 (<0,01-1,11) | 61(38,36%) | <0,01(<0,01-0,04) <0,001
Clostridium | 14 (21,88%) | <0,01 (<0,01-<0,01) | 20 (12,58%) | <0,01 (<0,01-<0,01) 0,086
Lactococcus| 7 (10,94%) | <0,01 (<0,01-<0,01) | 21(13,21%) | <0,01 (<0,01-<0,01) 0,57
Proteobacteria 64 (100%) | 18,29 (9,25-60,30) | 136 (85,53%) | 0,73 (0,07-9,45) <0,001
Pseudomonas | 49 (76,56%) | 0,25 (0,01-26,11) | 54 (33,96%) | <0,01 (<0,01-0,02) <0,001
Escherichia| 41 (64,06%) | 0,16 (<0,01-0,99) | 71 (44,65%) | <0,01 (<0,01-0,21) 0,004
Methylobacterium | 25 (39,06%) | <0,01(<0,01-0,43) | 40 (25,16%) | <0,01 (<0,01-<0,01) 0,028
Sphingomonas | 20 (31,25%) | <0,01(<0,01-0,02) | 33(20,75%) | <0,01(<0,01-<0,01) 0,120
Bacteroidetes 61(95,31%) | 10,62 (2,35-18,34) | 147 (92,45%) 1,19 (0,13-8,31) <0,001
Prevotella| 47 (73,44%) | 0,74 (<0,01-4,54) | 128 (80,50%) | 0,34 (0,02-2,62) 0,62
Alloprevotella| 31(48,44%) | <0,01(<0,01-1,7) | 96 (60,38%) 0,03 (<0,01-0,31) 0,66
Bacteroides | 31 (48,44%) | <0,01 (<0,01-1,47) | 53(33,33%) | <0,01 (<0,01-0,08) 0,002
Filos_minoritarios 62 (96,88%) | 6,54 (2,30-24,69) | 148 (93,08%) | 0,74 (0,10-4,29) <0,001
Fusobacterium| 37 (57,81%) | 0,68 (<0,01-4,57) | 93 (58,49%) 0,05 (<0,01-0,46) 0,028
Leptotrichia | 33 (51,56%) | 0,11 (<0,01-1,3) 81(50,94%) | <0,01(<0,01-0,14) 0,11
Treponema | 24 (37,50%) | <0,01 (<0,01-0,53) | 50 (31,45%) | <0,01(<0,01-0,01) 0,062
Minor_genera | 64 (100,00%) | 21,68 (17,16-33,74) | 153 (96,23%) | 2,71 (0,32-17,89) <0,001
Filo_no_clasificado 48 (75,00%) | 0,22 (0,01-1,56) | 107 (67,30%) | 0,35 (<0,01-10,13) 0,19
Género_no_clasificado | 64 (100%) 5,94 (2,34-10,48) | 144 (90,57%) | 2,78 (0,12-13,96) 0,038

*n (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccion).

tPrueba Wilconxon de rangos con la correccion de Bonferroni.
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Dentro de los 20 géneros mayoritarios no se detecté ningun género exclusivo de
ninguno de los grupos de pacientes, aunque si se vieron diferencias significativas
en muchos de los géneros mayoritarios en funcién del diagndéstico del paciente
(Tabla 14).

5.6.4 Relacion de los géneros mayoritarios.

Un analisis de red de correlaciones mostroé la importancia del género Helicobacter
como modulador, en general negativo, de la microbiota gastrica en los pacientes
diagnosticados con infeccion por Helicobacter. En dicha red se aprecia la posicion
central de Helicobactery su correlacidn negativa con multiples géneros, como el
género Prevotella, y la correlacién positiva de ésta ultima con bacterias del género
Fusobacterium o Veionella (Fig. 17-A). En las muestras procedentes de pacientes
negativos la modulacién es mucho mas sutil y el género Helicobacter pierde su
poder modulador dejando a otros géneros, como el género Prevotellas o el género

Pseudomonas, dicho papel (Fig. 17-B).
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5.6.5 Microbiota core.

Al analizar todos los géneros de todas las muestras de cada grupo de pacientes
se detectaron un total de 494 géneros diferentes de los cuales solo 2 fueron
categorizados como core junto al grupo de los géneros no clasificados (presentes
en, al menos, el 80% de las muestras de alguno de los grupos con una
abundancia relativa minima del 0,01%). El género Helicobacter cumplié las
condiciones para el grupo de los pacientes diganosticados positivos para
infeccion por H. pyloriy el género Streptococcus, junto al grupo de los géneros
no clasificados, como core de ambos grupos (Fig. 18).

494

Figura 18: Diagrama de Venn de los géneros identificados en muestras de biopsia
gastrica de pacientes diagnosticados positivos para infeccion por H. pylori (HpPos) y
pacientes diagnosticados como negativos (Neg). EI numero exterior indica el numero
total de géneros detectados.
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5.6.6 Efecto de la sustraccion de las secuencias del género Helicobacter de
los analisis.
Para continuar con el efecto de la infeccion por H. pylori sobre la microbiota
gastrica se procedié a la eliminacion de las secuencias de Helicobacter de las
muestras de biopsia gastrica. Del total de secuencias analizadas en el apartado
5.6 (8.062.415) un total de 5.942.636 secuencias fueron identificadas como
provenientes de bacterias del género Helicobacter y fueron eliminadas. Con la
sustraccion de dichas secuencias de las muestras de estudio solo 185 (122
muestras provenientes de pacientes positivos y 63 de pacientes negativos) de las
223 muestras de biopsia continuaron con, al menos, 1.000 secuencias, lo que
permite incluirlas para una correcta comparacion.
La sustraccion de las secuencias del género Helicobacter tuvo un efecto directo
en los indices de diversidad, en la diversidad beta y las diferencias encontradas
entre los filos y los géneros.
La mediana de los valores de diversidad de Shannon, especialmente en aquellas
muestras provenientes de pacientes positivos, varié de 0,90 a 2,09 al eliminar el
género que tenia la mayor abundancia relativa. En las muestras de los pacientes
diagnosticados como negativos también vario el indice de Shannon, de 2,35 a 2,46

siendo éste un cambio menos importante.

Aun con el aumento medio del indice de diversidad de Shannon se encontraron
diferencias significativas entre las muestras provenientes de pacientes positivos
de aquellas provenientes de pacientes negativos (p=0,003). Se mantuvo esa
tendencia cuando se analiz6 el indice de diversidad Simpson que varié de 0,39 a
0,78 en las muestras de pacientes positivos y 0,81 a 0,85 en pacientes negativos.
Estas nuevas diferencias continuaron siendo significativas (p = 0.018). En general,
hubo un efecto significativo del diagndstico de infeccion por H. pylori en ambos
indices a pesar la sustraccion de las secuencias de Helicobacter del analisis. (Fig.
19).
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Figura 19: Diagrama de cajas mostrando la biodiversidad, medida por el indice de
Shannon en muestras de biopsia gastrica de pacientes diagnosticados como negativos
a infeccion por H. pylori con las secuencias de H. pylori (Con_Hp_Neg, azul), con las
secuencias de H. pylori eliminadas (Sin_Hp_Neg, azul con entramado) y de pacientes
diagnosticados como positivos con las secuencias (Con_Hp_ HpPos, rojo) y sin las
secuencias (Sin_Hp_HpPos, rojo con entramado).

Al contrario de los analisis previos, la diversidad beta (calculada mediante el
analisis de matrices de distancia de Bray-Curtis) no indicoé perfiles microbianos
diferentes entre los pacientes positivos y los pacientes negativos (p = 0,099;
PERMANOVA) (Fig. 20). Al analizar los perfiles microbianos en funcién de la
presencia y ausencia mediante el analisis de las matrices de distancia de Jaccard
binarias, si se encontraron diferencias significativas en los perfiles microbianos (p
= 0.019) (Fig. 20).
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Figura 20: PCoAs de los perfiles bacterianos a nivel ASV basado en la matriz de
distancia Bray-Curtis (A) y la matriz de distancia Jaccard binaria para el estudio por
presencia/ausencia (B) de muestras de biopsias gastricas a las que se les ha sustraido
las secuencias de H. pylori. El color indica el diagnostico para la infeccion por H. pylori
(Neg= negativo, circulo negro; HpPos= positivos, triangulo rojo). El valor en cada eje
representa el porcentaje de variacion explicado por ese gje.

Se identificaron un total de 22 filos diferentes siendo los filos Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria los mas abundantes desplazando
a las Epsilonbacteraeota a un filo detectado pero menor. Las diferencias entre los
filos se hicieron menos patentes sin encontrar diferencias significativas en la
abundancia relativa del filo Firmicutes o Bacteroidetes pero si dentro del filo
Proteobacteria y Actinobacteria (mas abundantes en los pacientes negativos
(p<0,001 en ambas comparaciones)). La abundancia relativa de las secuencias
cuyo filo no pudieron ser determinados fue muy superior en las muestras

provenientes de pacientes positivos a Helicobacter (p<0,001) (Tabla 15).
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Tabla 15: Abundancia relativa (%), expresada como la mediana y los rangos
intercuartilicos (IQR), de los 20 géneros y 4 filos mayoritarios en funcion del diagnéstico

para H. pylori tras eliminar las secuencias de H. pylori de los analisis.

Helicobacter negativo Helicobacter positivos P-
valort
n (%)* Mediana (IQR) n (%)* Mediana (IQR)

Firmicutes 62 (98,41%) | 24,66 (12,2-42,66) | 118 (96,72%) | 23,77 (10,36-46,04) | 0,880
Streptococcus 55 (87,3%) | 6,66 (0,45-18,45) | 104 (85,25%)| 2,71(0,31-11,54) | 0,120
Lactobacillus 32 (50,79%) | <0,01 (<0,01-0,97) | 55 (45,08%) | <0,01 (<0,01-0,77) | 0,810
Veillonella 42 (66,67%)| 0,45 (<0,01-3,82) | 79 (64,75%) | 0,49 (<0,01-3,02) | 0,850
Staphylococcus 44 (69,84%)| 0,16 (<0,01-1,23) | 49 (40,16%) | <0,01 (<0,01-0,27) | <0,001
Clostridium 14 (22,22%) | <0,01 (<0,01-<0,01) | 19 (15,57%) |<0,01 (<0,01-<0,01)| 0,310
Lactococcus 7 (11,11%) |<0,01 (<0,01-<0,01)| 19 (15,57%) | <0,01 (<0,01-<0,01)| 0,290

Proteobacteria 63 (100%) | 18,7 (9,48-63,15) |109 (89,34%)| 7,35 (1,28-28,74) | <0,001
Pseudomonas 49 (77,78%)| 0,32 (0,02-27,41) | 45 (36,89%) | <0,01 (<0,01-0,23) | <0,001
Escherichia 40 (63,49%)| 0,17 (<0,01-0,86) | 61(50%) | 0,02 (<0,01-1,25) | 0,490
Methylobacterium 24 (38,1%) | <0,01 (<0,01-0,33) | 36 (29,51%) | <0,01 (<0,01-0,22) | 0,340

Bacteroidetes 61 (96,83%) | 10,95 (3,22-18,64) | 115 (94,26%) | 11,94 (2,06-21,71) | 0,870
Prevotella 47 (74,6%) | 0,91 (0,02-5,15) |101(82,79%)| 2,92 (0,44-12,35) | 0,006
Alloprevotella 31 (49,21%) | <0,01 (<0,01-2,31) | 77 (63,11%) | 0,31 (<0,01-1,75) | 0,330
Bacteroides 31 (49,21%) | <0,01 (<0,01-1,56) | 46 (37,7%) | <0,01 (<0,01-0,41) | 0,066

Actinobacteria 61(96,83%)| 3,39(1,33-8,51) | 91(74,59%) | 0,78 (0,01-4,35) | <0,001
Rothia 36 (57,14%)| 0,1(<0,01-0,79) | 54 (44,26%) | <0,01 (<0,01-0,62) | 0,180
Actinomyces 41 (65,08%)| 0,57 (<0,01-2,87) | 46 (37,7%) | <0,01 (<0,01-0,44) | <0,001
Minor_phyla 54 (85,71%)| 4,16 (0,54-20,95) |108 (88,52%)| 2,67 (0,4-10,77) | 0,170
Fusobacterium 37 (58,73%)| 0,92 (<0,01-5,28) | 76 (62,3%) | 0,58 (<0,01-2,83) | 0,670
Leptotrichia 33 (52,38%)| 0,15(<0,01-1,7) | 70(57,38%) | 0,14 (<0,01-1,4) | 0,920
Campylobacter 31 (49,21%) | <0,01 (<0,01-2,85) | 45 (36,89%) | <0,01 (<0,01-0,31) | 0,017
Treponema 24 (38,1%) | <0,01 (<0,01-1,05) | 38 (31,15%) | <0,01 (<0,01-0,12) | 0,180
Minor_genera 63 (100%) | 20,38 (15,54-33,3) | 118 (96,72%) | 21,47 (7,69-35,92) | 0,260
Filo no clasificado 48 (76,19%)| 0,3(0,01-1,63) | 93 (76,23%) | 4,76 (0,04-30,95) | <0,001
Género no clasificado| 63 (100%) | 6,21 (2,49-10,88) | 120 (98,36%)| 10,93 (2,92-32,81) | 0,006

*n (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccién).
T Prueba Wilconxon de rangos con la correccion de Bonferroni.

Al eliminar el género Helicobacter de entre los 20 géneros mayoritarios se aprecia

una “normalizacion” de las muestras de los pacientes positivos hacia los perfiles

de los pacientes negativos. Multiples géneros que originalmente presentaron

diferencias

significativas

(Streptococcus,

Veillonella

o Escherichia)

no

mantuvieron esa tendencia con la eliminacién de las secuencias de Helicobacter

y solo uno que originalmente no presentd diferencias significativas, Prevotella,
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presento diferencias significativas (p = 0,006) al aumentar su abundancia relativa
en las muestras de pacientes Helicobacter positivos (Tabla 15).

Graficamente podemos observar dicha tendencia al comparar los grupos de
pacientes H. pylori positivos con los H. pylori negativos a pesar del aumento de la
abundanca relativa de las secuencias de géneros no clasificados en el grupo de
pacientes H. pylori positivos tras la extraccion de las secuencias de las bacterias

del género Helicobacter (Fig. 21).
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Figura 21: Comparacion de la abundancia relativa de los géneros mas abundantes de
las muestras de biopsias en funcién de la extraccion de las secuencias de H. pylori (Con
secuencias = Con_; sin secuencias = Sin_) y el estado de infeccion por H. pylori
(Negativo = Hp_Neg; Positivos = Hp_HpPos).

Con la sustraccion de las secuencias del género Helicobacter y de las muestras
cuyo numero de secuencias no alcanzé el minimo de secuencias (1.000
secuencias) no se aprecia una red de relaciones entre los géneros mayoritarios,
mas alla de una correlacion positiva de los dos géneros del filo Actinobacteria
(Actinomyces y Rothia) (Fig. 22-A).
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Actinobacteria
@ Rif: Rothia
a Ack Actinomyces

Bacteroldetes
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Figura 22: Estructura de relaciones estimaddas basada en 185 muestras de biopsia gastrica: 122 muestras de pacientes diagnosticados positivos
(A) y 63 muestras de pacientes diagnosticados negativos (B) tras eliminar las secuencias de las bacterias del género Helicobacter del analisis.
Han sido representados los 19 géneros mayoritarios.Las lineas rojas indican correlaciones negativas y las lineas verdes correlaciones positivas...
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El mismo tipo de efecto se aprecia en las muestras procedentes de los pacientes
diagnosticados como negativos. No se aprecia una red de correlaciones y solo
destaca una correlacion positiva entre los géneros Bacteroides y Clostridium
(Fig.22-B).

5.7 Influencia de la patologia

Para ver el efecto de las patologias mas habituales relacionadas con la infeccion
por H. pylori se valord si el paciente tenia algun trastorno digestivo. Todos los
pacientes fueron reclutados en diferentes hospitales por patologia digestiva que
precisaba de una biopsia gastrica, por lo que ningun paciente puede ser
considerado sano.

Del total de 223 muestras analizadas, se formaron 8 grupos en funcién de su
diagnostico: pacientes diagnosticados como negativos para infeccion por
Helicobacter, pero con patologia de dispepsia, gastritis o cancer gastrico y
pacientes diagnosticados como positivos para infeccion por Helicobacter con las

patologias dispepsia, gastritis, ulcera, metaplasia o cancer (Tabla 16).

Tabla 16: Numero de muestras de biopsia gastrica por diagndstico para la infeccion por H. pylori
(negativos= Neg; Positivos = HpPos) y patologia gastrica asociada. Se muestra el nimero de
secuencias e informacién sobre el nimero minimo (Min), mediana, cuartil 1 (Q1), cuartil 3 (Q3) y
el numero maximo de secuencias en una muestra de ese grupo (Max).

Factor Muestras | N° secuencias | Min | Mediana| Q1 Q3 Max
Neg_Dispepsia 43 726.320 1.098 6.969 2.295 | 19.752 | 159.134
Neg_Gastritis 15 126.970 1.409 4.893 2.867 | 11.090 | 34.199
Neg_Cancer 6 515.010 3.394 | 34.161 | 8.282 | 61.397 | 373.161
HpPos_Dispepsia 18 300.535 2.830 | 10.120 | 5.632 | 22.376 | 67.863
HpPos_Gastritis 58 4.025.828 1.980 | 53.293 |17.320 | 101.220 | 225.024
HpPos_Ulcera 4 80.931 7.834 | 23.300 | 19.153 | 24.379 | 26.497
HpPos_Metaplasia 3 133.343 36.785 | 46.079 |41.432 | 48.279 | 50.479
HpPos_Cancer 76 2.153.478 1.961 | 20.789 | 15.094 | 29.776 | 182.297
Total 223 8.062.415 1.098 | 19.528 | 8.485 | 38.995 | 373.161

La separacién de las muestras en diferentes grupos en funcion de la patologia
permiti6 el estudio en profundidad de la interaccion microbiota-patologia a

expensas de bajar la significacion estadistica.
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5.7.1 Diversidad microbiana por patologia en pacientes negativos

No se obtuvieron diferencias significativas en los valores del indice de Shannon
en funcién de la patologia diagnosticada, pero se observé una tendencia hacia
una menor diversidad en funcion de la gravedad de la patologia gastrica, siendo
la dispepsia la patologia con un mayor indice de diversidad y el cancer el de menor
(Tabla 17).

Tabla 17: Biodiversidad, medida por el indice de Shannon y Simpson, en muestras de
biopsia gastrica de pacientes diagnosticados como negativos a infeccién por H. pylori
agrupados por patologia gastrica.

indice de . )
diversidad Pacientes Negativos P Valort
Dispepsia Gastritis Cancer
2,54 1,83 1,39
Shannon (1,89-278) | (1,4-2,84) | (0,87-2,25) 1,000
. 0,86 0,67 0,60
Simpson (0,73-0.89) | (059-0.89) | (0.32-0,84) | 0%

T Prueba Kruskal-Wallis de rangos con la correccién de Bonferroni.

Entre los perfiles de los pacientes negativos, el grupo diagnosticado con gastritis
es el que presenta un perfil de microrganismos (tanto por su abundancia (Fig. 23-
A) como por la presencia y ausencia de microorganismos (Fig 23-B))
estadisticamente diferente con respecto a dispepsia (Bray Curtis p = 0,028 y
Jaccard binario p = 0,027) o cancer (Bray Curtis p=0,028 y Jaccard binario p=
0,028).
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Figura 23: PCoAs de los perfiles bacterianos a nivel ASV basado en la matriz de
distancia Bray-Curtis (A) y la matriz de distancia Jaccard binaria para el estudio por
presencia/ausencia (B) de muestras de biopsias gastricas de pacientes negativos a
infeccion por H. pylori agrupadas por patologia gastrica (dispepsia, circulo negro;
gastritis, triangulo rojo; cancer , cruz verde. El valor en cada eje representa el porcentaje
de variacién explicado por ese eje.

Entre sus filos mayoritarios, el filo Proteobacteria fue el que presenté mayores
diferencias entre los grupos de pacientes negativos. El grupo con gastritis fue el
que presentd una mayor abundancia relativa 43.26 (28.35-69.09), frente a
dispepsia 15.73 (9.48-58.53) (p>0.05) y frente a cancer gastrico 2,16 (0,64-13,29)
(p < 0.05), representado mayoritariamente, por bacterias del género
Pseudomonas siendo este el género que presentdé mayores diferencias
significativas (Fig. 24), entre el grupo gastritis con dispepsia (p=0,014) y entre

gastritis y cancer (p=0,013), del grupo de los pacientes negativos.
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Figura 24: Comparacion de la abundancia relativa de los géneros mas abundantes de
las muestras de biopsias en funcion de la patologia de las de pacientes negativos a
infeccion por H. pylori.

El género Bacteroides presentd una mayor abundancia y diferencias significativas

en el grupo dispepsia con respecto a gastritis (p=0,017) (Tabla 18).
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Tabla 18: Abundancia relativa (%), expresada como la mediana y los rangos intercuartilicos (IQR), de los 20 géneros y 4 filos mayoritarios en
funcién la patologia en pacientes H. pylori negativos.

Filos/ géneros Dispepsia Gastritis Cancer P- valort
N* (%) Mediana (IQR) N* (%) Mediana (IQR) N* (%) Mediana (IQR)
Proteobacteria 43 (100%) 15,73 (9,48-58,53) 15 (100%) 43,26 (28,35-69,09) 6 (100%) 2,16 (0,64-13,29) 0,002
Pseudomonas 33 (76,74%) 0,16 (0,01-5,97) 15 (100%) 25,2 (5,36-53,76) 1(16,67%) <0,01 (<0,01-<0,01) <0,001
Methylobacterium 20 (46,51%) <0,01 (<0,01-1,06) 2 (13,33%) <0,01 (<0,01-<0,01) 3 (50%) <0,01 (<0,01-0,67) 0,053
Escherichia 26 (60,47%) 0,05 (<0,01-0,57) 11 (73,33%) 0,46 (0,08-2,26) 4 (66,67%) 0,14 (<0,01-0,5) 0,210
Sphingomonas 13 (30,23%) <0,01 (<0,01-0,02) 5(33,33%) <0,01 (<0,01-0,02) 2 (33,33%) <0,01 (<0,01-0,01) 1,000
Novosphingobium 7(16,28%) | <0,01(<0,01-<0,01) | 1(6,67%) <0,01 (<0,01-<0,01) | 2(33,33%) | <0,01 (<0,01-<0,01) 0,360
Firmicutes 42 (97,67%) 23,18 (12,34-37,8) 15 (100%) 15,89 (6,41-33,16) 6 (100%) 37,5 (13,14-53,28) 0,370
Streptococcus 38 (88,37%) 8,8 (1,82-23,88) 12 (80%) 0,49 (0,06-3,82) 6 (100%) 4,96 (3,17-8,65) 0,027
Lactobacillus 16 (37,21%) <0,01 (<0,01-0,15) 11 (73,33%) 1,14 (0,04-1,56) 5 (83,33%) 2,15(0,12-28,52) 0,002
Staphylococcus 30(69,77%) 0,12 (<0,01-1,47) 9 (60%) 0,08 (<0,01-0,39) 5 (83,33%) 0,08 (0,04-1,13) 0,710
Veillonella 29 (67,44%) 0,33 (<0,01-3,77) 7 (46,67%) <0,01 (<0,01-0,53) 6 (100%) 0,68 (0,58-0,77) 0,110
Bacteroidetes 40 (93,02%) 10,57 (2,93-18,56) 15 (100%) 13,29 (6,68-18,02) 6 (100%) 1,75 (0,93-14,1) 0,400
Prevotella 32 (74,42%) 1,02 (0,02-6,92) 9 (60%) 0,07 (<0,01-1,65) 6 (100%) 0,35 (0,09-0,87) 0,400
Bacteroides 16 (37,21%) | <0,01(<0,01-0,96) | 13 (86,67%) 2,31 (0,29-3,97) 2(33,33%) | <0,01(<0,01-0,01) <0,001
Epsilonbacteraeota 34 (79,07%) 1,28 (0,18-9,74) 9 (60%) 0,29 (<0,01-2,4) 6 (100%) 8,74 (2,76-61,17) 0,020
Helicobacter 27 (62,79%) 0,06 (<0,01-1,54) 9 (60%) 0,29 (<0,01-1,93) 6 (100%) 8,33 (2,19-58,24) 0,024
Campylobacter 24 (55,81%) 0,36 (<0,01-4,81) 2 (13,33%) <0,01 (<0,01-<0,01) 5 (83,33%) 0,79 (0,55-1,29) 0,006
Actinobacteria 42 (97,67%) 3,72 (1,67-8,2) 14 (93,33%) 1,92 (0,7-7,31) 6 (100%) 1,77 (0,53-3,67) 0,230
Alloprevotella 22 (51,16%) 0,05 (<0,01-3,41) 5(33,33%) <0,01 (<0,01-0,45) 4 (66,67%) 0,09 (<0,01-0,29) 0,430
Rothia 25 (58,14%) 0,06 (<0,01-0,52) 6 (40%) <0,01 (<0,01-1,64) 5 (83,33%) 0,04 (0,02-0,23) 0,960
Actinomyces 29 (67,44%) 0,7 (<0,01-2,99) 7 (46,67%) <0,01 (<0,01-0,42) 5 (83,33%) 0,44 (0,31-0,63) 0,130
Minor_phyla 38 (88,37%) 6,19 (1,14-18,03) 15 (100%) 2 (0,92-4,97) 5 (83,33%) 2,75 (1,03-22,1) 0,500
Fusobacterium 27 (62,79%) 1,13 (<0,01-7,1) 5(33,33%) <0,01 (<0,01-0,67) 5 (83,33%) 1,33 (0,47-14,17) 0,015
Leptotrichia 25 (58,14%) 0,28 (<0,01-2,34) 3 (20%) <0,01 (<0,01-<0,01) 5 (83,33%) 0,32 (0,21-0,81) 0,028
Minor_genera 43 (100%) 21,8 (16,29-32,38) 15 (100%) 19,04 (17-28,9) 6 (100%) 4,07 (3,31-28,01) 0,300
Género no clasificado 43 (100%) 5,41 (2,39-9,26) 15 (100%) 9,81 (3,66-15,23) 6 (100%) 1,6 (0,66-7,15) 0,130

*n (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccion).
T Prueba Kruskal-Wallis de rangos con la correcciéon de Bonferroni.
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5.7.2 Diversidad microbiana por patologia en pacientes positivos

En el caso de las muestras de pacientes positivos, se aprecia una evolucién de la
microbiota en funcion del estadio de la patologia. En general, los indices de
diversidad tienden a ser mas bajos en los pacientes diagnosticados negativos,
principalmente por la mayor abundancia relativa de bacterias del género
Helicobacter, siendo éstas las que mas modularan la diversidad de las muestras.
Asi pues, se aprecia un descenso de la diversidad entre los grupos de dispepsia
a los de gastritis (Shannon p=0,018 y Simpson p=0,006) y un aumento progresivo
en el grupo de cancer gastrico (Shannon p<0,001 y Simpson p<0,001) (Fig. 25).

En este estudio, los valores de diversidad de la ulcera y/o metaplasia hay que
considerarlos con precaucion debido al bajo numero de muestras que cumplieron
los requisitos de inclusion. No se encontraron diferencias significativas entre el
grupo de gastritis y ulcera o metaplasia a pesar de poseer unos valores de

diversidad elevados (p=1,000) en ambos casos.
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Figura 25: Diagrama de cajas mostrando la biodiversidad, medida por el indice de Shannon (A) y
Simpson (B) en muestras de biopsia gastrica de pacientes diagnosticados como positivos a infeccion
por H. pylori agrupados en funcion de su patologia gastrica.
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En los estudios de diversidad beta se identificaron, diferentes perfiles microbianos
en funcion de la patologia. En los estudios por abundancia, los analisis indicaron
una separacion significativa del grupo de gastritis con respecto a los grupos de
dispepsia (p=0,034), ulcera (p=0,028) y cancer (p=0,028). Tampoco se observaron
diferencias entre los grupos de dispepsia, ulcera, metaplasia o cancer (p>0,05).
Por otro lado, los estudios por presencia o ausencia indicaron diferencias
significativas entre cada uno de los grupos de pacientes con dispepsia, gastritis o

cancer (comparacion por pares p = 0,028 entre cada una de las 3 comparaciones).

Entre los filos mayoritarios, el filo Epsilonbacteraeota fue mayoritario en el grupo
de dispepsia, metaplasia y, especialmente, en gastritis. Este grupo presento
diferencias significativas con los grupos de dispepsia (p<0,01) y cancer (p<0,001).
Por su parte, el grupo con patologia de cancer presentd una mayor abundancia
relativa del filo Firmicutes, presentando diferencias significativas con el grupo con
gastritis (p<0,001). Finalmente, el grupo con dispepsia presenté una mayor
abundancia de Proteobacterias con respecto a gastritis (p<0,01). El filo
Bacteroidete estuvo mas presente en el grupo de dispepsia y cancer, con una
menor abundancia relativa en el grupo de gastritis (p<0,05 y p<0,01

respectivamente) (Tabla 19).

Estas diferencias en los filos vienen dadas por diferentes perfiles dentro de los
géneros mayoritarios. Entre los 20 géneros mayoritarios, el género Helicobacter
fue el que mas abundancia relativa present6 en todos los grupos con la excepcion
del grupo ulcera, donde los géneros Lactococcus o Prevotella fueron mas
abundantes (Fig 26). Entre los 3 grupos con mayor niumero de muestras, 9 de los
20 géneros mayoritarios presentaron diferencias significativas: el género
Helicobacter fue mas abundante en el grupo con gastritis que en el grupo
dispepsia (p= 0,006) y/o cancer (p<0,001). El grupo con cancer presentd una
mayor abundancia y diferencias significativas en género Prevotella con el grupo
gastritis (p= 0,013) y en el género Bacteroides con el grupo dispepsia (p= 0,020).
El grupo con dispepsia mostré una mayor abundancia y diferencias significativas
en género Escherichia con respecto al grupo gastritis (p= 0,014) junto a los

géneros Methylobacterium o Sphingomonas que mostraron diferencias
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significativas tanto en gastritis (p= 0,001 y p<0,001) como en cancer (p= 0,002 y
p<0,001) (Tabla 19).
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Figura 26: Comparacion de la abundancia relativa de los 20 géneros mas abundantes
de las muestras de biopsias en funcion de la patologia gastrica de pacientes infectados
por H. pylori.
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Tabla 19: Abundancia relativa (%), expresada como la mediana y los rangos intercuartilicos (IQR), de los 20 géneros y 4 filos mayoritarios en
funcién la patologia en pacientes H. pylori positivos.

Continuacion Tabla 19

Filos/géneros Dispepsia Gastritis Ulcera Metaplasia Cancer P-Valor t
N Mediana N Mediana N Mediana N Mediana N Mediana
(%) (IQR) (%) (IQR) (%) (IQR) (%) (IQR) (%) (IQR)
17 67,62 58 97,93 4 0,65 3 91,87 67 9,76

Epsilonbacteraeota | (94,44%) | (16,06-91,8) | (100%) | (80,14-99,68) | (100%) | (0,22-24,95) | (100%) | (77,39-94,56) | (88,16%)| (0,31-75,47) <0,001
17 67,52 58 97,93 2 0,12 3 91,16 54 9,18

Helicobacter (94,44%) | (16,06-91,8) | (100%) | (80,11-99,67) | (50%) |(<0,01-24,33)| (100%) | (75,5-94,16) |(71,05%)| (<0,01-75,47) <0,001
3 <0,01 33 0,01 2 0,07 3 0,71 23 <0,01

Campylobacter (16,67%) |(<0,01-<0,01) | (56,9%) | (<0,01-0,07) | (50%) | (<0,01-0,38) | (100%) (0,4-1,89) | (30,26%)| (<0,01-0,06) 0,220
18 6,91 56 0,46 4 30,99 3 6,42 72 12,93

Firmicutes (100%) (2,2-12,46) [(96,55%)| (0,09-5,51) | (100%) | (10,6-51,81) | (100%) | (3,71-16,25) |(94,74%)| (0,59-39,04) <0,001
16 0,38 54 0,14 4 0,24 3 4,27 60 0,52

Streptococcus (88,89%) | (0,13-0,87) | (93,1%) | (0,05-0,91) | (100%) | (0,15-1,02) | (100%) | (2,47-13,85) |(78,95%)| (0,02-4,55) 0,160
8 <0,01 20 <0,01 1 <0,01 1 <0,01 30 <0,01

Lactobacillus (44,44%) | (<0,01-0,55) |(34,48%)| (<0,01-0,01) | (25%) | (<0,01-0,05) |(33,33%)| (<0,01-0,1) |(39,47%)| (<0,01-0,99) 0,400
11 0,04 33 0,02 2 0,02 3 0,21 43 0,1

Veillonella (61,11%) | (<0,01-0,67) | (56,9%) | (<0,01-0,17) | (50%) | (<0,01-0,53) | (100%) | (0,12-0,31) |(56,58%)| (<0,01-1,03) 0,540
9 <0,01 30 0,01 3 0,03 3 0,03 16 <0,01

Staphylococcus (50%) (<0,01-0,04) | (51,72%) | (<0,01-0,07) | (75%) | (0,01-0,64) | (100%) | (0,03-0,06) |(21,05%) | (<0,01-<0,01) 0,004
5 <0,01 4 <0,01 0 <0,01 1 <0,01 10 <0,01

Clostridium (27,78%) | (<0,01-0,01) | (6,9%) | (<0,01-<0,01) | (0%) |(<0,01-<0,01)|(33,33%)| (<0,01-0,01) |(13,16%)| (<0,01-<0,01) 0,150
3 <0,01 5 <0,01 4 23,82 1 <0,01 8 <0,01

Lactococcus (16,67%) |(<0,01-<0,01) | (8,62%) | (<0,01-<0,01) | (100%) | (3,07-47,66) |(33,33%)| (<0,01-<0,01) | (10,53%) | (<0,01-<0,01) <0,001
18 8,39 52 0,4 4 18,94 3 0,41 59 1,09

Proteobacteria (100%) | (1,06-46,24) | (89,66%)| (0,02-2,01) | (100%) | (9,46-32,14) | (100%) | (0,33-2,07) |(77,63%)| (0,05-11,38) <0,001
9 0,01 27 <0,01 2 0,03 1 <0,01 15 <0,01

Pseudomonas (50%) (<0,01-0,06) | (46,55%) | (<0,01-0,07) | (50%) | (<0,01-0,26) |(33,33%) | (<0,01-<0,01) |(19,74%) | (<0,01-<0,01) 0,018
15 0,25 28 <0,01 2 1,27 2 0,03 24 <0,01

Escherichia (83,33%) | (0,03-0,91) |(48,28%)| (<0,01-0,1) (50%) | (<0,01-9,22) | (66,67%)| (0,02-0,05) |(31,58%)| (<0,01-0,43) 0,016
11 1,18 12 <0,01 4 1,08 3 0,02 10 <0,01

Methylobacterium (61,11%) | (<0,01-6,35) | (20,69%)| (<0,01-<0,01) | (100%) | (0,37-1,74) | (100%) | (0,01-0,02) |(13,16%)| (<0,01-<0,01) <0,001

] 11 0,45 7 <0,01 3 0,44 2 0,01 10 <0,01
Sphingomonas (61,11%) | (<0,01-4,63) | (12,07%)| (<0,01-<0,01) | (75%) | (0,12-0,93) |(66,67%)| (<0,01-0,02) |(13,16%)| (<0,01-<0,01) 0,008
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Filos/ géneros Dispepsia Gastritis Ulcera Metaplasia Cancer P-Valor t
N Mediana N Mediana N Mediana N Mediana N Mediana
(%) (IQR) (%) (IQR) (%) (IQR) (%) (IQR) (%) (IQR)
18 2,8 57 0,26 4 21,49 3 0,33 65 2,41

Bacteroidetes (100%) (0,96-7,49) |(98,28%)| (0,06-1,72) (100%) | (15,93-23,27) | (100%) | (0,27-0,49) |(85,53%)| (0,22-18,46) <0,001
16 1,01 48 0,05 4 20,42 3 0,07 57 0,99

Prevotella (88,89%) | (0,16-2,78) |(82,76%)| (0,01-0,36) (100%) | (14,81-21,15) | (100%) | (0,05-0,32) (75%) (0,02-6,49) <0,001
10 0,08 40 0,02 3 0,48 2 0,03 41 0,03

Alloprevotella (55,56%) | (<0,01-0,21) |(68,97%)| (<0,01-0,11) (75%) | (0,31-2,03) |(66,67%)| (0,01-0,12) |(53,95%)| (<0,01-0,61) 0,570
13 0,08 23 <0,01 1 <0,01 0 <0,01 16 <0,01

Bacteroides (72,22%) | (<0,01-0,19) |(39,66%)| (<0,01-0,11) (25%) | (<0,01-0,02) | (0%) | (<0,01-<0,01) |(21,05%)| (<0,01-<0,01) 0,042
18 0,62 58 0,42 4 3,38 3 1,16 65 1,26

Minor_phyla (100%) (0,26-4,3) (100%) (0,06-1,41) (100%) | (1,67-5,01) | (100%) | (1,12-1,67) |(85,53%)| (0,12-8,37) <0,001
11 0,08 35 0,01 2 1,54 3 0,2 42 0,12

Fusobacterium (61,11%) | (<0,01-0,2) |(60,34%)| (<0,01-0,15) (50%) | (<0,01-3,91) | (100%) | (0,18-0,38) |(55,26%)| (<0,01-1,16) 0,300
6 <0,01 33 0,01 1 <0,01 2 0,12 39 0,03

Leptotrichia (33,33%) | (<0,01-0,04) | (56,9%) | (<0,01-0,07) (25%) | (<0,01-0,48) | (66,67%)| (0,06-0,36) |(51,32%)| (<0,01-0,88) 0,140
3 <0,01 23 <0,01 0 <0,01 2 0,07 22 <0,01

Treponema (16,67%) |(<0,01-<0,01) | (39,66%) | (<0,01-0,01) (0%) |(<0,01-<0,01) | (66,67%)| (0,04-0,12) |(28,95%)| (<0,01-0,03) 0,200

_ 18 7,14 56 1 4 5,87 3 2,63 72 6,3

Minor_genera (100%) | (2,13-25,28) | (96,55%) (0,1-6,12) (100%) | (1,24-14,71) | (100%) | (1,84-4,63) |(94,74%)| (0,76-28,61) 0,011
6 <0,01 37 0,02 1 <0,01 3 0,02 60 9,05

Filo no clasificado (33,33%) | (<0,01-0,28) | (63,79%)| (<0,01-0,85) (25%) | (<0,01-0,39) | (100%) | (0,01-2,22) |(78,95%)| (0,96-18,47) 0,310

Género no 17 1,09 48 0,1 4 1,51 3 0,26 72 11,03

clasificado (94,44%) | (0,28-4,22) |(82,76%)| (0,01-2,69) (100%) | (1,13-6,66) | (100%) | (0,19-2,58) |(94,74%)| (3,97-20,06) <0,001

#*N (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccion).

1 Prueba Kruskal-Wallis de rangos con la correccién de Bonferroni.
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5.7.3 Diversidad microbiana por patologia eliminando las secuencias

pertenecientes a bacterias del género Helicobacter

Siguiendo la metodologia del apartado 5.6.6, se procedio a la eliminacion de las
secuencias de Helicobacter de las muestras de biopsia gastrica para determinar
el efecto de H. pylori en los distintos grupos de pacientes divididos por patologia.
Con la sustraccién de dichas secuencias de las muestras de estudio, las muestras
y grupos quedaron conforme a los datos de la tabla 20. Del total de secuencias
analizadas (8.062.415) un total de 5.942.636 secuencias fueron identificadas
como provenientes de bacterias del género Helicobacter y fueron eliminadas. Con
el filtrado de dichas secuencias de las muestras de estudio solo 185 (122 muestras
provenientes de pacientes positivos y 63 de pacientes negativos) de las 223
muestras de biopsia continuaron con al menos 1.000 secuencias para una

correcta comparacion.

Tabla 20: Numero de muestras aceptadas tras eliminar las secuencias de las bacterias
del género Helicobacter de biopsias gastrica por diagndstico para la infeccién por H.
pylori (negativos= Neg; Positivos = HpPos) y patologia gastrica asociada. Se muestra el
numero de secuencias e informacion sobre el numero minimo (Min), mediana, cuartil 1
(Q1), cuartil 3 (Q3) y el numero maximo de secuencias en una muestra de ese grupo
(Max).

Factor Muestras | Seq_total | Min | Mediana Q1 Q3 Max
Neg_Dispepsia 42 567.900 | 1098 | 7.063,5 | 2.425,25|15.828,5|69.106
Neg Gastritis 15 126.096 | 1409 | 4.891 2.821 [10.993,5(34.199
Neg_Cancer 6 150.996 |3222| 16.680 |6.111,75| 44.232 |58.409
HpPos Dispepsia 16 71.375 |1136| 3.771 2.346 | 5.773,5 1 10.282
HpPos_Gastritis 29 214.944 (1014 | 2.801 2.085 7.608 [46.392
HpPos_Ulcera 3 54.415 |7815| 22.927 | 15.371 | 23.300 |23.673
HpPos Metaplasia 3 20.540 [1306| 4.463 | 2.884,5 | 9.617 [14.771
HpPos_Cancer 71 900.600 |1764 | 12.377 6.736 |17.605,5|33.660

Al sustraer las secuencias de las bacterias pertenecientes al género Helicobacter
se aprecia una normalizacion de las muestras procedentes de pacientes positivos
perdiéndose muchas de las diferencias que antes poseian. Asi pues, el grupo de
gastritis de los pacientes positivos normaliza pasando de una diversidad con un
indice de Shannon de 0,16 (0,03-1,01) a 2,44 (2,13-2,8) mucho mas préximo a los
valores de diversidad de las muestras negativas. Por otro lado, las muestras

procedentes de pacientes positivos con la patologia cancer fueron los que
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mostraron una menor diversidad, mostrando diferencias significativas con otros
grupos como el grupo de dispepsia de los pacientes negativos (p <0,001) o los

pacientes positivos con gastritis (p <0,001). (Fig. 27)

Pacientes negativos Pacientes positivos
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) 2 @ E Mo_HP_HpPos_Dispepsia
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8 I E3 No_HP_HpPos_Gastritis
o] $ HP_HpPos_Ulcera
,.E .1 E No_HP_HpPos_Ulcera
$ HP_HpPos_Metaplasia
o E3 No_HP_HpPos_Metaplasia
B HP_HpPos_Cancer
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Figura 27: Diagrama de cajas mostrando la biodiversidad, medida por el indice de Shannon, de los
pacientes negativos o positivos a la infeccidn por H. pylori en funcién de la patologia gastrica antes
y después de sustraer las secuencias de las bacterias del género Helicobacter.

Los estudios de diversidad beta mostraron una normalizacion de los perfiles de
los grupos positivos en casi todos los casos. En los estudios de abundancia, solo
el grupo de los pacientes positivos con cancer present6 diferencias con otros 2
grupos: positivos con gastritis (p = 0,028) y positivos con dispepsia (p = 0,028). En
los estudios por presencia/ausencia solo se encontraron diferencias en la
comparacién por pares de pacientes negativos con dispepsia y pacientes positivos

con cancer (p = 0,028).
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Dentro de los filos mayoritarios se aprecia una normalizacién de todas las
muestras, habiendo algunas diferencias aisladas como ocurre con el filo
Proteobacteria entre los grupos de gastritis de los pacientes positivos y negativos
(p<0.01). También se aprecia un aumento de la abundancia relativa de las
secuencias no clasificadas, especialmente en el grupo de cancer positivos (Fig
28). Este aumento provoca diferencias que pueden no ser reales en las

comparaciones con este grupo arrastrando este problema a las comparaciones de
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Figura 28: Comparacion de la abundancia relativa de los 4 filos mayoritarios de las
muestras de biopsias de los pacientes H. pylori negativos (A) y H. pylori positivos (B) en
funcién de la patologia gastrica con secuencias de bacterias del género Helicobacter

(Hp) y sin las secuencias (Sin_Hp) .

Entre los géneros mas abundantes se encontraron diferencias, principalmente, en
el grupo de pacientes positivos diagnosticados con cancer gastrico debido a la

gran abundancia relativa de secuencias no clasificadas dentro de algun género

~130~



Resultados

17,31% (6,13-53,84) seguido, muy por abajo, del grupo de gastritis de los
pacientes negativos 9,81% (3,66-15,44) (Fig. 29).

Pacientes negativos Pacientes positivos
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Figura 29: Comparacion de la abundancia relativa de los 19 géneros mayoritarios de las
muestras de biopsias de los pacientes H. pylori negativos y H. pylori positivos en funcion
de la patologia gastrica con secuencias de bacterias del género Helicobacter (Con) y sin
las secuencias (Sin)

Entre los otros grupos se encontraron diferencias interesantes: el grupo de
pacientes negativos con gastritis presentdé una gran abundancia relativa del
género Pseudomonas presentando diferencias significativas con el grupo de
pacientes negativos con dispepsia o cancer (p= 0,019y p= 0,018 respectivamente)
y con los pacientes positivos con dispepsia, gastritis 0 con cancer gastrico (p=
0,003, p= 0,010 y p <0,001 respectivamente). Otros géneros con diferencias
significativas fueron: el género Campylobacter con una abundancia relativa mas
elevada en el grupo de positivos con metaplasia 7.64 (5.43-7.82), el género
Leptotrichia que presento diferencias entre los grupos de gastritis de los pacientes
negativos y positivos a Helicobacter (p<0,05) o el género Lactococcus con una
abundancia relativa elevada solo en muestras de pacientes positivos con ulcera o

cancer (Fig. 29).

~ 131~



Resultados

Para analizar la microbiota core se sustrajeron las muestras de los grupos de
pacientes positivos con ulcera y metaplasia al tratarse de grupos con muy poca
representatividad (3 muestras).

Al analizar la microbiota core a nivel de género, 17 géneros cumplieron las
condiciones para ser considerados dentro de esta categoria, siendo 13 de ellos
exclusivos de alguna patologia (Fig 30-A tabla 21). Al aumentar la abundancia
relativa minima solo cumplieron las condiciones los géneros Streptococcus,
Pseudomonas, Prevotella y Fusobacterium junto a secuencias de géneros no
identificados (Fig. 30-B y Tabla 22).

467 NEQ:_'-.’EP_?PSB 479 |¢EQ:D__QEQPSIB
HpPos_Dispepsia e HpPos_Dispeps ey

Pos_Gast

Neg_Caneer " Neg_Gast Neg_Cancet

Figura 30: Diagrama de Venn de los géneros identificados en muestras de biopsia
gastrica de pacientes diganosticados positivos para infeccion por H. pylori (HpPos) y
pacientes diagnosticados como negativos (Neg) agrupadas por patologia gastrica
(Gast=gastritis) con una abundancia relativa del 0,01% (A) y/o 1% (B). El numero
exterior indica el numero total de géneros detectados.
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Tabla 21: Géneros que cumplen la condicién de estar presentes en mas de un 80% de
las muestras con una abundancia relativa del 0,01% en, al menos, 1 de los grupos.

Neg HpPos Neg HpPos | Neg | HpPos

Dispepsia |Dispepsia |Gastritis |Gastritis [Cancer | Cancer
Género no clasificadc + + + + + +
Streptococcus + + + + + -
Pseudomonas - - + - - -
Prevotella - + - + + -
Escherichia - + - - - -
Lactobacillus - - - - + -
Fusobacterium - - - - + -
Veillonella - - - - + -
Staphylococcus - - - - + -
Campylobacter - - - - + -
Leptotrichia - - - - + .
Bacteroides - - + - - -
Rothia - - - - + -
Actinomyces - - - + + -
Gemella - - - - + _
Acinetobacter - - + - - -
Herbaspirillum - - + - - -

Tabla 22: Géneros que cumplen la condicién de estar presentes en mas de un 80% de
las muestras con una abundancia relativa del 1% en, al menos, 1 de los grupos.

Neg HpPos Neg HpPos| Neg | HpPos
Dispepsia Dispepsial Gastritis| Gastritis| Cancer| Cancel
Género no + - + + - +
clasificado
Streptococcus - - - + + -
Pseudomonas - - + - - -
Prevotella - + - - - -
Fusobacterium - - - - + -
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5.8 Influencia del pais de residencia en la patologia por H. pylori

Para estudiar si diferentes poblaciones poseen diferentes perfiles microbianos a
nivel gastrico y si estos, a su vez, pueden afectar a la evolucion de las patologias
asociadas a la infeccion por H. pylori, se seleccionaron los pacientes
diagnosticados como positivos a infeccion por H. pylori de diferentes estudios

regionales.

Se analizaron un total de 159 muestras de biopsias procedentes de pacientes
diagnosticados como Helicobacter positivo de 6 paises diferentes. En total se
analizaron un total de 6.694.115 secuencias, con un rango desde 1.961 a 225.024
secuencias por muestra. La informaciéon del numero de muestras por pais se

encuentra en la Tabla 23.

Tabla 23: Numero de muestras y secuencias obtenidas de muestras de biopsia gastrica
de pacientes diagnosticados positivos para infeccion por H. pylori categorizadas en
funcién del pais de residencia de los pacientes.

Pais N.° muestras Secuencias
Espafa 16 115.985
Malasia 24 411.335
Austria 18 916.571

UK 42 3.973.836
México 34 621.996
China 25 654.392

Total 159 6.694.115

5.8.1 Diversidad alfa

El analisis de los indices de diversidad de las muestras agrupadas por paises
presentd diferencias estadisticamente significativas entre Reino Unido con un
valor para el indice de Shannon de 0,04 (0,01-0,17), con cada uno del resto de
paises en comparaciones pareadas. Las muestras de Austria también presentaron
diferencias significativas con respecto a las muestras de Malasia y México (p =
0,040 y 0,029 respectivamente) (Fig. 31).
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Figura 31: Diagrama de cajas mostrando la biodiversidad, medida por el indice de Shannon (A) y Simpson
(B), en muestras de biopsia gastrica de los pacientes positivos a la infeccidn por H. pylori en funcion del pais
de residencia de los pacientes. (AUS= Austria, CHN= China, ESP= Espafa, MYS= Malasia, MEX=México,
GBR=Reino Unido).

5.8.2 Diversidad beta

El analisis de la diversidad beta, calculada acorde a la abundancia relativa de las
secuencias a nivel de ASVs (mediante el analisis de matrices de distancia de Bray-
Curtis) indicaron una separacion significativa de cada uno de los perfiles
bacterianos dependiendo del tipo de pais (p = 0,015; PERMANOVA), con la
excepcion de las muestras provenientes de Austria y Reino Unido que se
agruparon sin detectarse diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0,051).
(Fig. 32-A). Al analizar la diversidad beta acorde a la presencia y/o ausencia de
las secuencias a nivel de ASVs (mediante el analisis de las matrices de distancia
de Jaccard binarias), se encontraron agrupaciones de las muestras en funcion del
pais encontrandose siempre diferencias significativas en las comparaciones
pareadas (p = 0,015) (Fig. 32-B).
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Figura 32: PCoAs de los perfiles bacterianos a nivel ASV basado en la matriz de
distancia Bray-Curtis (A) y la matriz de distancia Jaccard binaria para el estudio por
presencia/ausencia (B) de muestras de biopsias gastricas agrupadas en funcién del pais
de residencia de los pacientes positivos a infeccién por H. pylori (AUS= Austria, circulo
negro; CHN= China, triangulo rojo; ESP= Espafa, cruz verde; MYS= Malasia, equis azul
oscuro; MEX = México, rombo azul; GBR= Reino Unido, triangulo rosa). El valor en cada
eje representa el porcentaje de variacion explicado por ese eje.

5.8.3 Taxonomia

Se identificaron un total de 20 filos diferentes, siendo los filos Epsilonbacteraeota,
Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes los mas abundantes. Hubo un efecto
significativo del pais de procedencia de los pacientes sobre los filos
Epsilonbacteraeota, Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes y el grupo de filos
minoritarios (p<0,001 en todas las comparaciones) (Fig 33). Las muestras
procedentes de Reino Unido y Austria presentaron, de media, las mayores
abundancias relativas del filo Epsilonbacteraeota, presentando diferencias
significativas con cada uno de los otros paises (p <0,001) en analisis pareados.
Por otro lado, las muestras procedentes de los paises de México y Malasia
presentaron una abundancia relativa menor de bacterias procedentes del filo
Epsilonbacteraeota (p<0,05) y una abundancia relativa mayor del filo Firmicutes,
siendo especialmente significativo las diferencias con Reino Unido (p<0,001)
(Tabla 24).

~136 "~



Resultados

1.00-
- I
o Filos
£ B undassified_phyla
E . Minor_phyla
§ 050~ . Bacteroidetes
3 I Proteobacteria
é |_ Firmicutes
. Epsilonbacteraeota
) . l
0.00-

ALIIS CI-IIN EISP MW}S Méx GI'BR

Figura 33: Comparacién de la abundancia relativa de los 4 filos mayoritarios de las muestras de
biopsias de los pacientes H. pylori positivos en funcién del pais de residencia del paciente (AUS=
Austria, CHN= China, ESP= Espafia, MYS= Malasia, MEX=México, GBR=Reino Unido).

Al estudiar los 20 géneros mayoritarios llama la atencion el rango de la mediana
de la abundancia relativa del género Helicobacter entre las muestras de los
distintos paises. Por un lado, tenemos a Reino Unido y Austria con una
abundancia relativa de 99.51 (97.42-99.85) y 91.3 (78.74-97.78) respectivamente,
contrastando con las muestras de los paises de Malasia 3.61 (<0.01-37.54) y
México 2.07 (<0.01-54.03) (Tabla 24).
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Tabla 24: Abundancia relativa (%), expresada como la mediana y los rangos intercuartilicos (IQR), de los 20 géneros y 4 filos mayoritarios, de
muestras de biopsia gastrica agrupadas en funcién lal pais de residencia de los pacientes diagnosticados como H. pylori positivos.

. . ~ . o Reino -

Austria China Espaina Malasia México . P

Unido valort
. . n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana

Fil

ilos/Géneros (%)# (IQR) (%)# (IQR) (%)# (IQR) (%)# (IQR) (%)# (IQR) (%)# (IQR)
, 18 91,32 24 55,03 16 67,67 22 4,67 27 2,78 42 99,59

SpiiE e (100%) | (78.91:97.78) | (96%) | (1.22-76,53) | (100%) | (22,31-81,48) | (91,67%) | (0.74-37,67) | (79.41%) | (0.11-54,03) | (100%) | (97.51-99,86) | <0001
: 18 91,3 21 54,83 16 67,67 17 3,61 20 2,07 42 99,51

Helicobacter (100%) | (78,74-07,78) | (84%) | (0,18-76,53) | (100%) | (22,31-81,48) | (70,83%) | (<0,01-37,54) | (58.82%) | (<0,01-54,03) | (100%) | (97,42-09,85) | %001
— 18 433 22 4,41 16 3,51 24 17,47 33 27,72 40 0,1

AEES (100%) | (0,67-12,98) | (88%) | (0,18:12,93) | (100%) | (243-83) | (100%) | (579-46,2) | (97.06%) | (6.06-47,26) | (9524%) | (0,03-059) | <%001
18 1,52 16 0,18 16 0,28 21 0,67 28 1,22 38 0,06

Streptococcus (100%) | (0.16-4.21) | (64%) | (<0.01-1,84) | (100%) | (0.16-0.86) | (87.5%) | (0.19-1,85) | (82.35%) | (0,33-8.,53) | (90.48%) | (0.02-0,23) | <0001
: 4 <0,01 4 <0,01 12 0,14 12 0,01 18 0,27 10 <0,01

Lactobacillus (22,22%) | (<0,01:<0,01) | (16%) | (<0,01-<0,01) | (75%) | (0.01-051) | (50%) | (<0,01-345) | (52,94%) | (<0,01-587) | (23,81%) | (<0,01-<0,01) | <%:001
1 <0,01 0 <0,01 0 <0,01 15 0,81 0 <0,01 5 <0,01

Lactococcus (5,56%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01:<001) | (0%) | (<0,01-<0,01) | (62,5%) | (<0.01-4554) | (0%) | (<0,01-<0.01) | (11,9%) | (<0,01-<0,01) | <%0%1
i 2 <0,01 0 <0,01 4 <0,01 4 <0,01 8 <0,01 2 <0,01

Clostridium (11,11%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01:<0,01) | (25%) | (<0,01-0,01) | (16,67%) | (<0,01-<0,01) | (23,53%) | (<0,01-<0,01) | (4.76%) | (<0,01-<0,01) | 9022
: 16 0,47 10 <0,01 12 0,04 12 0,01 24 0,34 18 <0,01

Veillonelia (88.89%) | (0,05-0.92) | (40%) | (<0.01-022) | (75%) | (0.01-0.26) | (50%) | (<0,01-2,49) | (70,59%) | (<0,01-2,59) | (42,86%) | (<0,01-0,05) | <%:001
8 <0,01 0 <0,01 15 0,14 1 <0,01 7 <0,01 20 <0,01

Staphylococeus (44,44%) | (<0,01-0,01) | (0%) | (<0,01-<0,01) | (93,75%) | (0,05-0,66) | (45,83%) | (<0,01-0,1) | (20,59%) | (<0,01-<0,01) | (47,62%) | (<0,01-0,06) | <%:001
7 <0,01 11 <0,01 2 <0,01 2 <0,01 10 <0,01 5 <0,01

Selenomonas (38,89%) | (<0,01-0,04) | (44%) | (<0,01-0,32) | (125%) | (<0,01-<0,01) | (8,33%) | (<0,01-<0,01) | (20.41%) | (<0,01-0,08) | (11,9%) | (<0,01-<0,01) | %002
: 18 0,7 22 0,8 16 9,84 24 20,53 24 0,91 32 0,02

AR (100%) | (05-153) | (88%) | (0.125,39) | (100%) | (2.88-21,42) | (100%) | (5,9-47,04) | (70,59%) | (<0,01-9.68) | (76,19%) | (<0,01-0.24) | %001
L 16 0,1 3 <0,01 14 0,08 20 0,69 11 <0,01 7 <0,01

Escherichia (88,89%) | (0.04-0.13) | (12%) | (<0.01-<0.01) | (87.5%) | (0.02-042) | (83.33%) | (0.05-3.23) | (32.35%) | (<0.01-1,98) | (16.67%) | (<0.01-<0,01) | <%:001
13 0,01 11 <0,01 15 4,68 7 <0,01 1 <0,01 7 <0,01

Pseudomonas (7222%) | (<0,01-0,03) | (44%) | (<0,01-0,15) | (93,75%) | (1,07-15,74) | (29,17%) | (<0,01-0,03) | (2.94%) | (<0,01-<0,01) | (16,67%) | (<0,01-<0,01) | <001
: 1 <0,01 0 <0,01 3 <0,01 24 2,34 0 <0,01 12 <0,01

Methylobacterium (5,56%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01-<0,01) | (18,75%) | (<0,01-<0,01) | (100%) | (0,5313,555) | (0%) | (<0,01-<0.01) | (28,57%) | (<0,01-001) | <%0
. 0 <0,01 4 <0,01 0 <0,01 0 <0,01 0 <0,01 0 <0,01

Citrobacter (0%) | (<0,01-<0,01) | (16%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01:<001) | (0%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01-<0,01) | <%001
. 10 0,01 7 <0,01 12 0,14 6 <0,01 16 <0,01 13 <0,01

Haemophilus (55,56%) | (<0,01-0,12) | (28%) | (<0.01-0,04) | (75%) | (0,01-0,67) | (25%) | (<0,01-0,02) | (47,06%) | (<0,01-1,04) | (30,95%) | (<0,01-0,02) | %008
) 18 1,64 21 7,34 16 1,85 24 4,48 32 2,12 36 0,07

SRR EES (100%) | (0953,92) | (84%) | (0.9-2572) | (100%) | (0.81-3,54) | (100%) | (1.11:22.43) | (94.12%) | (0,8-17.11) | (85.71%) | (0.01-0,16) | <0001
17 0,84 18 1,91 13 0,28 20 14 29 1,07 31 0,03

Prevotella (94.44%) | (0.16:3,07) | (72%) | (<0.01-6.14) | (81.25%) | (0.04-0.73) | (83.33%) | (0.12-13.92) | (85.29%) | (0.25-13.43) | (73,81%) | (<0,01-0,06) | <2001
15 0,24 14 0,28 13 0,1 14 0,03 18 0,06 22 <0,01

Alloprevotella (8333%) | (0,03-046) | (56%) | (<0,01-1) | (8125%) | (0.04-02) | (58,33%) | (<0,01-0,18) | (52,94%) | (<0,01-04) | (52,38%) | (<0,01-0,02) | %07
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Continuacion Tabla 24

. . - . . Reino -
Austria China Espana Malasia México Unido vaII)orT
ilos/Gé n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana
Filos/Géneros (%) (IQR) (%)* (IQR) (%)* (IQR) (%)* (IQR) (%)* (IQR) (%)* (IQR)
: 5 <0,01 6 <0,01 5 <0,01 4 <0,01 0 <0,01 3 <0,01
Chryseobacterium (27,78%) | (<0,01-<0,01) | (24%) | (<0,01-<0,01) | (31,25%) | (<0,01-0,02) | (16,67%) | (<0,01-<0,01) | (0%) | (<0,01-<0,01) | (7,14%) | (<0,01-<0,01) | %907
) 18 0,64 19 0,51 16 1,1 24 1,77 32 2,52 39 0,11
Minor_phyla (100%) | (025-3.47) | (76%) | (<0,01-9,04) | (100%) | (0,51:1,79) | (100%) | (0,55,38) | (94.12%) | (04-9.51) | (92,86%) | (0,02-1,01) | %004
: 13 0,07 12 <0,01 7 <0,01 16 0,21 20 0,22 25 0,01
Fusobacterium (72,22%) | (<0,01-0,43) | (48%) | (<0,01-2,51) | (43,75%) | (<0,01-0,15) | (66,67%) | (<0,01-1,51) | (58,82%) | (<0,01-1,05) | (59,52%) | (<0,01-0,07) 0,11
L 11 0,03 11 <0,01 9 0,01 5 <0,01 23 0,17 22 <0,01
Leptotrichia (61,11%) | (<0,01-0,13) | (44%) | (<0,01-0,2) | (56,25%) | (<0,01-0,08) | (20,83%) | (<0,01-<0,01) | (67,65%) | (<0.01-3) | (52,38%) | (<0,01-0,05) | 9002
) 18 3,21 25 5,86 16 58 24 14,46 33 8.4 39 0,16
Minor_genera (100%) | (1,17-7,65) | (100%) | (0,20-24,21) | (100%) | (1,83-14,69) | (100%) | (3,85-31,58) | (97.06%) | (0,66-22,9) | (92,86%) | (0,04-1,25) | <9001
. ” 14 0,02 25 17,36 16 7,59 2 <0,01 33 9,31 17 <0,01
Filo no clasificado (77,78%) | (0,01-0.06) | (100%) | (12,34-21,32) | (100%) | (3.96-11,26) | (8,33%) | (<0,01-<0,01) | (97,06%) | (4,36-16,41) | (40.48%) | (<0,01-0,03) | <001
Geénero no clasificado 18 0,18 25 19,89 16 11,62 23 1,56 34 10,72 28 0,02 <0.001
(100%) | (0,07-0,84) | (100%) | (14,47-22,24) | (100%) | (5,87-15,58) | (95,83%) | (0.42-4,5) | (100%) | (5,52-18,74) | (66,67%) | (<0,01-0,13) ’

*n (%): Numero de muestras que detectaron el filo o género (frecuencia relativa de deteccion).
T Prueba Kruskal-Wallis de rangos con la correcciéon de Bonferroni.
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Otros géneros mayoritarios presentaron unos perfiles interesantes: el género
Lactococcus fue detectado, mayoritariamente, en 15 muestras de pacientes de
Malasia (62,5%) y solo en otras 6 muestras provenientes de diferentes paises
con una abundancia relativa muy baja. Otro género que presento diferencias
muy notables fue el género Pseudomonas, detectada en 15 muestras de
pacientes espanoles (93,75%) con una abundancia relativa de 4,68%, siendo la
mediana del resto de paises del 0,01% o menor.

Algo parecido pasé con el género Methylobacterium, muy presente en las
muestras de pacientes de Malasia (se detecté en el 100% de las muestras) con
una abundancia media de 2,34%, muy superiores al resto de paises en los cuales,

0 no se detectd, o su abundancia relativa fue muy baja (Tabla 24).

Al analizar la microbiota core de las 159 muestras gastricas de los pacientes
diagnosticados como positivos se determinaron 7 filos de 20 que cumplieron con
la definicion inicial de core (presentes en mas del 80% de las muestras de alguno
de los grupos con una representacion minima del 0,01% (Fig 34-A) y/o minima

del 1%(Fig. 34-B)) a parte de las secuencias no identificadas (Tabla 25).

A B

Figura 34: Filos que cumplen la condicion de estar presentes en mas de un 80%
de las muestras con una abundancia relativa del 0,01% (A) y/o 1% (B) por cada
en las muestras de biopsias de pacientes positivos agrupados por el pais de
residencia del paciente (AUS= Austria, CHN= China, ESP= Espana, MYS=
Malasia, MEX=México, GBR=Reino Unido).
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Tabla 25: Filos que cumplen la condicién de estar presentes en mas de un 80% de las
muestras con una abundancia relativa del 0,01% por cada grupo.

Filos

Espafa

Malasia

Austria

Reino Unido

Mexico

China

Epsilonbacteraeota

+

+

Firmicutes

+

+

Proteobacteria

+

Bacteroidetes

+
+
+

+

Filo no clasificado

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

Fusobacteria

Actinobacteria

Conforme aumentamos los requisitos de abundancia relativa, el numero de filos

va reduciéndose hasta quedar en ultima instancia los filos Epsilonbacteraeota en

los grupos Espafia, Austria y Reino Unido y Firmicutes y Proteobacteria en

Espana y Malasia (Tabla 26).

Tabla 26: Filos que cumplen la condicién de estar presentes en mas de un 80% de las
muestras con una abundancia relativa del 1% por cada grupo.

Filos Espana Malasia | Austria | Reino Unido | México | China
Epsilonbacteraeota - + + - -
Firmicutes + + - - - -
Proteobacteria + + - - - -
Filo no clasificado + - - - + +

Al analizar la microbiota core al nivel de género, 20 géneros fueron determinados
como géneros core (Tabla 27), siendo 15 de ellos exclusivos de alguno de los
paises (Fig. 33-A)

Al aumentar los requisitos de inclusion se ve reducida la presencia de los géneros
core para terminar quedando solo el género Helicobacter de los paises Espafia,
Austria y Reino Unido (Fig. 33-B).
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A

MEX

Figura 35: Géneros que cumplen la condicion de estar presentes en mas de un 80% de
las muestras con una abundancia relativa del 0,01% (A) y/o 1% (B) en las muestras de
biopsias de pacientes positivos agrupados por el pais de residencia del paciente (AUS=
Austria, CHN= China, ESP= Espafia, MYS= Malasia, MEX=México, GBR=Reino Unido).

Tabla 27: Géneros que cumplen la condicidon de estar presentes en mas de un 80% de
las muestras con una abundancia relativa del 0,01% por cada grupo.

Géneros

Espaxa

Malasia

Austria

Reino Unido

Mexico

China

Helicobacter

+

+

+

Género no
clasificado

+

+

+

+

Prevotella

Escherichia

Streptococcus

Pseudomonas

Veillonella

Methylobacterium

Alloprevotella

Staphylococcus

Bacteroides

Sphingomonas

Novosphingobium

Acinetobacter

Actinomyces

Herbaspirillum

Granulicatella

Pedobacter

Stenotrophomonas

Alkalibacterium

Rhodanobacter

+ |+ |+ |+ +
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6. Discusion

Con el aumento de la informacién y la mayor facilidad de acceso a los datos, hay
una tendencia a la realizacién de estudios comparativos en los que se prima la

reproducibilidad y comparacién de los resultados.

En ellos, disponer de un estudio previo en el cual todas las condiciones, desde la
toma de muestra, pasando por la seleccidn de los pacientes hasta llegar al analisis
final, sean conocidas, aporta mucha informacion de los procesos y de las posibles

secciones donde se pudo introducir mas variabilidad.

Por todo ello, disponer de una base de datos lo mas completa y fiel posible a las
muestras de estudio, contar con herramientas utiles y facilmente aplicables para
el analisis de los datos y poder distinguir qué informacion es de calidad e
importante para nuestro estudio, adquiere un papel fundamental de cara a obtener

unos resultados exactos y reproducibles.

6.1 Aplicaciones bioinformaticas a estudios proteémicos

El uso de técnicas proteicas, entre las que se encuentra el uso del MALDI TOF,
no es nuevo en el estudio o diagndéstico de H. pylori (Winkler et al., 1999). En
muchos estudios se ha detectado una gran plasticidad dentro de las cepas de H.

pylori, lo que dificulta su identificacion (llina et al., 2010).

Segun las indicaciones del fabricante, los scores obtenidos se clasifican en 3
categorias: alta confianza de identificaciéon (score> 2,00), baja confianza de
identificacion (score entre 1,99-1,70) e identificacion no posible del organismo
(score<1,70) (Schulthess et al., 2013). Con experiencia en la técnica y en el uso
de la maquina se puede realizar una segunda divisién en los scores: identificacion
excelente (score> 2,00), identificacion muy buena (score entre 1,99-1,80),
identificacion buena (score entre 1,79-1,6), identificacion pobre (score entre 1,59-
1,40) e identificacion no valida (score < 1,4) recomendandose la identificacion por
otros métodos en aquellas identificaciones con valores por debajo de 1,70
(Anneloes et al., 2014; Khot, Couturier, Wilson, Croft, & Fisher, 2012).
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El uso de la base de datos Bruker presenta dificultades a la hora de identificar las
cepas de H. pylori locales. Estas dificultades ya fueron detectadas por llina 2009
donde se realizdé un estudio por Ultraflex II MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics,
Germany) de diferentes cepas de Helicobacter con 2 cepas de referencia y 17
cepas clinicas proponiendo la necesidad de ampliar la base de datos de Bruker (E
N llina, 2009).

En la fecha de realizacion del estudio actual, la base de datos Bruker incorporaba
7 cepas de H. pylor pertenecientes a colecciones internacionales. Los resultados
obtenidos en 60 cepas aisladas de muestras clinicas obtuvieron un valor medio

de 1,640, siendo un valor con el cual no podriamos realizar una identificacion final.

Las ventajas de incorporar cepas locales a la base de datos Biotyper OC 3.1 es
clara ya que, al utilizar solo esta base de datos, mejora el score hasta una media
de 1,818, aumentando mucho la confianza en su identificacion. Finalmente, unir
las 2 bases de datos mejoré6 aun mas la identificacion, especialmente en los
valores mas bajos indicando que es preciso aumentar no solo el numero sino la

diversidad.

Finalmente, los resultados del estudio de la nueva base de datos con muestras
clinicas reales para validar su implementacién para el diagnéstico de infeccion por
H. pylori demostré una mejor identificacién coincidiendo con los valores de

referencia.

La alta plasticidad que presenta H. pylori ha sido tema de estudio durante afos y
los estudios protedmicos pueden resultar clave en este tema. En el dendograma
se aprecia una agrupacion de las cepas locales con respecto a las cepas
incorporadas por la empresa Bruker. Un mayor numero de cepas de diferentes
localizaciones y programas bioinformaticos que aumenten la resolucion de la
prueba podrian contribuir enormemente en la realizacién de clasificaciones

intraespecie con un claro enfoque epidemioldgico.
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6.2 Desarrollo de un documento con instrucciones

En este trabajo se realizé y prob6 un documento de instrucciones con diferentes
lenguajes de programacion para agilizar los analisis mas solicitados por diferentes

grupos de investigacion con el fin de llevar a cabo los estudios metataxonémicos.

Uno de los criterios para determinar qué comandos incluir ha sido reunir y predecir
cuales pueden ser las necesidades de cada grupo y preparar unos modelos de
tablas que sean facilmente reproducibles. Conocer esos modelos facilitara
enormemente la labor de los grupos, agilizando y flexibilizando los analisis que se
podran llevar a cabo. El uso de los formatos predefinidos de los datos es
ampliamente utilizado con las plataformas semiabiertas y fundamental en las
plataformas cerradas (Zakrzewski et al., 2017). Es tentador para el
programador/analista acotar lo maximo posible el formato de los datos de entrada

para evitar posibles errores en los analisis.

En este caso se ha optado por tablas lo mas simples posibles y ampliamente
utilizadas, con el fin de facilitar su implementacion y uso desde la toma de la

muestra hasta su analisis final.

Se ha desarrollado un documento de comandos en lenguaje de programacién
“Script’ con el objetivo de facilitar el analisis de grandes cantidades de informacion,
especialmente dirigido al analisis de datos metataxonémicos de una manera
modular y facilmente reutilizable. La metodologia desarrollada en esta tesis

permite realizar:

a) Normalizacion de los primeros resultados de tablas metataxondémicas.

b) Resumen de los resultados por variable a analizar.

c) Estudio de la diversidad alfa mediante los analisis de los indices de diversidad
mas ampliamente utilizados como son el indice de Shannon y Simpson con su

representacion grafica y estadistica.
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d) Estudio de la diversidad beta mediante la realizacion de matrices de distancia
de Bray-Curtis y Jaccson binario mediante analisis PERMANOVA, estudios

pareados y representacion mediante PCoAs.

e) Resumen de los filos y géneros detectados, seleccion de los filos y géneros
mayoritarios, resumen y representacion grafica y analisis estadistico mediante

diagramas de cajas, mapas de calor o heatmaps y diagramas de Venn.

f) Representacion por correlacion y preparacién de tablas para una correcta

disposicion de los resultados.

g) Mddulos adicionales para analisis en profundidad basados en variables
intermedias para representacion de diagramas de barras apiladas, correlaciones,

PCAs y cambios de colores de los graficos.

En multiples publicaciones se han utilizado diferentes versiones de este script
(Castro et al. 2019, 2020; Pérez et al. 2019; Browne et al. 2019; Aparicio et al.
2020) y su utilizacion ha facilitado y agilizado el anélisis de los resultados para su

posterior publicacion.

Uno de los inconvenientes de este documento podria radicar en la existencia de
plataformas semiabiertas (Calypso, Qiime2) que aportan unas herramientas con
un uso ampliamente extendido por la comunidad cientifica con funcionalidades
muy parecidas a éste, sin la necesidad de conocer nada de programacion.
Estudios como el de Balvociute y Huson (2017) demostraron que el uso de
diferentes herramientas puede influir en los resultados finales (BalvoCiute &
Huson, 2017). Estas diferencias pueden ser mitigadas, al menos en parte, con el
uso de bases de datos de referencia lo mas actualizadas posibles (L6épez-Garcia
et al., 2018). A pesar de la existencia de dichas herramientas, el poder
personalizar las tablas de resultados resaltando las secciones que mas favorezcan
a la investigacion, la “facilidad” de realizar graficos o figuras con el mismo formato
y disefio, comprender cada paso en el flujo de los datos y ser uno mismo el que
seleccione los filtros o estadisticos que sean oportunos en funcion del tipo de dato
que se quiere analizar (paramétricos o no paramétricos, factores, vectores,

cualitativos o cuantitativos, etc.), es su mayor fortaleza.
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6.3 Estudio de la microbiota gastrica

6.3.1 Descripcion de las muestras y estudios seleccionados

La creacion de bases de datos publicas ha permitido que cada vez mas personas
puedan acceder de una manera relativamente sencilla a multitud de recursos y
posibilidades que eran impensables hace un par de décadas. Esto ha favorecido
que puedan llevarse a cabo nuevos estudios con un mayor tamafio muestral, que
seria inviable para la mayoria de los grupos de investigacion por su alto precio o
intenso trabajo, permitiendo que los datos puedan ser reanalizados y estudiados

bajo un nuevo angulo o perspectiva.

A pesar de brindar multiples posibilidades, el investigador tiene que valorar el
hecho de no disponer de un control total de la adquisicion, conservacion o
procesamiento de la muestra. Para minimizar este factor, el investigador tiene que
conocer muy bien el procesamiento al que se han sometido las muestras para
poder discernir si la comparacion entre diferentes estudios es realmente posible y
no introducir posibles sesgos a su estudio.

Por este motivo, la seleccion de los estudios publicos y, en particular, la seleccion

de muestras de calidad, adquiere un papel fundamental.

En nuestro caso, el estudio partié con un total de 631 muestras gastricas de las
cuales solo 331, un 52,46% del total, fueron incluidas. Los criterios elegidos no

fueron triviales:

- El primer criterio a considerar fue el numero minimo de secuencias. Este
criterio facilita la comparacioén al proporcionar unos resultados “mas reales”.
En todos los analisis metataxondmicos son necesarias un numero minimo
de secuencias que sea representativo de la misma. En caso de que el
numero de secuencias sea pequefio podemos encontrar aberraciones en
los resultados al normalizar el numero de secuencias a su abundancia
relativa, siendo las secuencias de los géneros microbianos minoritarios los
que mas desviaciones pueden introducir. Para arreglar este hecho, hay
técnicas computacionales, como las curvas de rarefaccion, que permiten

trabajar con un menor numero de secuencias a expensas de una pérdida
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de informacion reduciendo el numero de secuencias utilizadas hasta un
numero minimo que el investigador considere aceptable. Por lo tanto, con
el objetivo de no perder informacién y que toda ella sea de calidad se
dispusieron los criterios del numero minimo de secuencias y que aportaran
la mayor informacion posible.

- El'segundo criterio es la correcta identificacion taxonémica, dejando que no
haya mas de un 25% de indeterminaciones en cada una de las muestras

de estudio.

Entre los estudios incluidos se analizé especialmente el estudio PRINA313391
por presentar unos perfiles microbiolégicos particulares. Al realizar los estudios
taxonomicos se apreciaron secuencias de géneros que, aun pudiendo ser
patdogenos oportunistas para pacientes inmunocomprometidos, no es habitual

detectarlos.

El uso de las correlaciones para detectar contaminantes es una técnica habitual
en el procesamiento de datos de secuencias (Davis, Proctor, Holmes, Relman, &
Callahan, 2018).

Las contaminaciones se encuentran en una concentracion inicial de ADN que, al
ser amplificada y secuenciada, mantendra la proporciéon entre las diferentes

secuencias en cada muestra del estudio.

Inferir qué secuencias pueden ser fruto de contaminaciones es un problema
complejo en los estudios metataxondmicos y nunca se puede estar seguro al
100%. En este estudio se realizd la comparaciéon con muestras procedentes de la
misma region geografica para confirmar que esos géneros no fueran géneros
propios de una region particular y se realizd un estudio de correlaciones para
finalmente no poder asegurar que ese estudio haya sufrido una fuente de
contaminacién. Es interesante ver que muchos estudios comparativos no tengan
en consideracion la posibilidad de que entre los estudios comparados,
posiblemente, secuencias contaminantes (de Leeuw & Duval, 2020).
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6.3.2 Calculo del tamano muestral.

A la hora de evaluar el tamafio muestral siempre nos encontraremos con una serie
de factores que condicionaran el tamano muestral final. Estos factores pueden ser
englobados en 2 grandes grupos: factores estadisticos y factores logisticos. En
este trabajo los factores estadisticos fueron los mas ampliamente estudiados y en
los que mas esfuerzos se dedico, siendo estos factores: la seleccion de la
hipotesis, el estudio del error tipo | o0 alfa, el error tipo Il o beta, el poder estadistico
o la variabilidad de los resultados. También se valoraron, aunque en menor
medida, los factores logisticos como las limitaciones financieras o la disponibilidad

de estudios que cumplieran los criterios de inclusién.

La formulacion de las hipoétesis para cada uno de los apartados vino basado en
estudios previos y en los objetivos de esta tesis, asi como el valor del error tipo |
o alfa aceptando un riesgo de a<0,05.

Un factor mas complejo de determinar es la variabilidad o dispersion esperada de
los datos. Su determinacion debe ser realizada previo al estudio, lo que obliga a
recurrir a la literatura publicada, a realizar un estudio piloto o a la estimacién de
los expertos. En este trabajo se utilizaron las muestras de Llorca et al. (2017) ya
que disponiamos de todo el conocimiento sobre la recogida, almacenamiento,
procesamiento y analisis de las secuencias para el estudio de variabilidad.
Tradicionalmente, el factor humano es considerado un factor de variabilidad. En
aquellos estudios en los que se utilicen datos de diferentes grupos de
investigacion con diferentes metodologias sera necesario exigir un poder
estadistico mas riguroso. Tradicionalmente se considera aceptable un valor de
0,80%, pero para este estudio se solicito el 0,95% para ser mas exigentes y reducir

los riesgos calculados para los errores alfa y beta.

Al aplicar estas condiciones, observamos que un tamafo muestral de entre 95 y
100 muestras son un numero suficiente para paliar una posible variabilidad entre

las muestras.

El tamafo muestral minimo es un indicativo de la variabilidad de los datos, pero

nunca una limitacion del niumero maximo de muestras a incluir. Contar con un
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mayor numero de muestras nos permitira aportar un mayor poder estadistico en

aquellas variables con una mayor desviacion de los datos.

6.4 Utilizacion de diferentes bases de datos

La asignacién taxondmica es uno de los componentes principales de los analisis
de comunidades bacterianas. Esto hace que la eleccion de la base de datos a
utilizar pueda afectar a los andlisis de los resultados y a la correcta interpretacion
de la composicion bacteriana. En esta tesis hemos evaluado los resultados
obtenidos entre 2 bases de datos ampliamente utilizadas Silva 132 (Quast et al.,
2013) y Greengenes 13.8 (DeSantis et al., 2006) con las mismas secuencias
obtenidas del estudio de Llorca et al. (2017) y nos hemos centrado en la
categorizacién de los perfiles bacterianos en funcion de la identificacion

taxondmica.

Se asignaron 345 identificaciones taxonémicas de las cuales 49 fueron comunes
a ambas bases de datos, 223 exclusivas de la base de datos SILVA y 171
exclusivas de la base de datos Greengenes. Este tipo de resultados concuerda
con los resultados de BalvocCiute y Huson (2017), en los que se percibié un
aumento de asignaciones taxonémicas en la base de datos SILVA basado en un
mayor numero de secuencias de referencia (1.861.569 de SILVA frente a 92.684

secuencias de Greengenes) (BalvoCiute & Huson, 2017).

Esta menor diversidad en la base de datos de Greengenes no se hizo patente en
el estudio de la diversidad alfa mediante los indices de Shannon y Simpson. Este
hecho se corresponde con los resultados obtenidos en la tabla 10 en el que se
aprecia como las asignaciones taxondémicas fueron compartidas o intercambiadas,
al menos, en las ASVs mayoritarias. En la tabla 11, tras la normalizacion a nivel
de género mayoritarios, se observa que las diferencias desaparecen en la mayoria

de los casos.

Este tipo de datos es especialmente llamativo en los graficos de PCoAs en los que
se aprecia la separacion de las muestras en funcion de la base de datos utilizada,
pero la distribucion de las muestras en cada agrupacion es parecida. De ello se
podrian extraer que el mismo estudio con diferente base de datos aporta las
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mismas conclusiones sin llegar a ser comparables en el mismo analisis. Es decir,
las conclusiones extraidas de los diferentes estudios son validos
independientemente de la base de datos utilizada siempre y cuando se valore la

evolucion de la taxonomia y las bases de datos no se combinen en los estudios.

6.5 Influencia de H. pylori

Utilizar el estomago y en particular a H. pylori como modelo para el estudio de
cambios en el microbioma gastrico no es algo fortuito. El estbmago es un 6rgano
en el cual, por su bajo pH, se pensaba que no podia sobrevivir ningun
microorganismo. El descubrimiento de H. pylori supuso la rotura de este dogma
abriendo la puerta a la posibilidad de un ecosistema con diferentes bacterias
colonizandolo. Con la llegada de nuevas técnicas de secuenciacion de ADN de
alto rendimiento no solo se ha confirmado la predominancia de las bacterias del
género Helicobacter, sino también la presencia de una gran diversidad de

bacterias.

Estudios previos como el de Ana Blanco (Blanco, 2018) determin6é el numero
normalizado de bacterias por célula humana en funcion del diagnéstico de
infeccion de H. pylori. Detectando siempre células bacterianas, pero aumentando
en 43 veces el ratio células bacterianas/ células humanas en caso de infeccion

por H. pylori.

Actualmente, se sabe que el estbmago es un ecosistema diverso dominado
principalmente por 5 filos tanto en poblacion pediatrica como en poblacién adulta:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacterias (Llorca et al., 2017;

Nardone & Compare, 2015) y el reciente filo Epsilonbacteraeota.

De todos estos filos, Epsilonbacteraeota tienen una gran importancia aumentando
su abundancia relativa cuando hay una infeccién por H. pylori, convirtiéndose éste
en el género mayoritario de la microbiota gastrica. El problema y/o la belleza de
este hecho es la interaccion que tiene H. pylori con su medio, la pared gastrica,
que, por medio de sus antigenos, va a “micromodular” el ambiente que la rodea.
Esto abre un sinfin de posibilidades resumidas claramente en 2 lineas de

pensamiento opuestas sin que una haya prevalecido frente a la otra: si H. pylori
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afecta o no afecta al microbioma gastrico (Brawner et al., 2017b; Llorca et al.,
2017; 1. Yang et al., 2016).

En nuestro estudio, al comparar la diversidad alfa, se aprecia una disminucion
en los indices de Shannon y Simpson en los pacientes diagnosticados como H.
pylori positivos, coincidiendo con lo obtenido en otros estudios (Bik et al., 2006;
Klymiuk et al., 2017; Parsons et al., 2017; Schulz et al., 2015). Multiples estudios
correlacionan el estado de salud con la diversidad microbiana, dependiendo de
la regidon anatémica estudiada (Ceccarani et al., 2019; del Campo et al., 2014;
Matsuoka & Kanai, 2015; Nardone & Compare, 2015).

Mediante los estudios de la diversidad beta podemos apreciar un efecto muy
significativo en los perfiles de microorganismos de las muestras de biopsia
gastrica de los diferentes pacientes, en funcion del estado de infeccion por H.
pylori. Mediante los estudios de las matrices de distancia y su representacion
mediante PCoAs se aprecian 2 grandes agrupaciones de las muestras de las
matrices de distancia de Bray-Curtis. En estas 2 agrupaciones es interesante el
papel modulador que ejerce H. pylori haciendo que el perfil de las muestras
negativas no se junte a la agrupacién de las muestras positivas, pero si que haya
muestras positivas junto a las muestras negativas. Este fendmeno se detect6 en
estudios como el de Llorca et al. (2017) en el cual se atribuyé a una baja
abundancia relativa de H. pylori o a una baja virulencia del microorganismo. Este
doble perfil se difumina al realizar los estudios de los perfiles de microorganismos

mediante la presencia/ausencia.

A pesar de la clara predominancia de H. pylori en el ambiente gastrico, se aprecia
una gran diversidad de microorganismos. En general, se detecta una gran
abundancia de las bacterias pertenecientes a los filos Epsilonbacteraeota,
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteriota. Estos filos siguen
siendo los mas abundantes tanto en la edad pediatrica como en pacientes adultos
independientemente del estado de infeccion por H. pylori (Miao et al., 2020). Sin
embargo, se observaron diferencias significativas en su abundancia relativa en
funcién del estado de infeccion por H. pylori. En primer lugar se aprecia el claro

dominio del filo Epsilonbacteraeota en los pacientes H. pylori positivos (71,61%)
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frente al de los pacientes H. pylori negativos (1,34%). Esta gran diferencia en la
abundancia relativa de las bacterias pertenecientes a dicho filo (especialmente en
las bacterias pertenecientes al género Helicobacter) afectara a la abundancia
relativa de los otros filos, siendo siempre menor en los pacientes H. pylori
positivos.

Ese mismo efecto se aprecia en los perfiles bacterianos a nivel de género. El
género mayoritario en los pacientes H. pylori positivos fue Helicobacter detectado
en el 84,28% de las muestras con una abundancia relativa de 71,49%, lo que deja
al resto de la microbiota el 28,51% restante. En el caso de las muestras
procedentes de pacientes H. pylori negativos, la distribucion de los géneros fue
mayor siendo Streptococcus el género mayoritario con una abundancia relativa de
5,43% seguido del género Prevotella (0,74%) y Fusobacterium (0,68%). Se
detectaron secuencias de bacterias pertenecientes al género Helicobacter en el
65,62% de las muestras de los pacientes negativos con una abundancia relativa
de 0,11%.

Al realizar un estudio de red de correlaciones se aprecia el entramado de
relaciones de la microbiota gastrica. Si se comparan los resultados obtenidos entre
las muestras de los pacientes H. pylori positivos y los pacientes negativos, se
aprecia el efecto modulador del género Helicobacter en los pacientes positivos,
siendo el género principal con el mayor numero de correlaciones significativas.
Por otro lado, en los pacientes negativos, el género Helicobacter queda
desplazado siendo los géneros Campylobacter, Fusobacterium, Pseudomonas 'y
Prevotella los principales nexos en estas redes de correlaciones. Estos resultados
concuerdan con la hipotesis de la interaccion entre H. pylori y el resto de la
microbiota teniendo un papel fundamental en la modulacién de la misma (Alarcon,
Llorca, & Perez-Perez, 2017; Bik et al., 2006; Schulz et al., 2015; L. Yang et al.,
2019).

El efecto que se aprecia de H. pylori como agente modulador del ecosistema
gastrico podria deberse a un enmascaramiento dada su gran abundancia relativa,
en relacion con los otros géneros bacterianos presentes en las muestras gastricas.
Es decir, al realizarse un estudio semicuantitativo de las secuencias del gen 16S

ARNr solo podemos conocer la proporcion de secuencias de cada uno de los
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géneros, por lo que si uno de ellos es muy mayoritario, se apreciara un
desplazamiento de los otros géneros (disminuyendo su abundancia relativa). Este
efecto puede deberse, principalmente, a 2 motivos: un desplazamiento real con
alteracion de los otros géneros (por ocupacion del nicho ecolégico, produccion de
compuestos biocidas, etc.) o por una sobrerrepresentacion del género mayoritario,
ya que al aumentar de manera muy significativa el numero de bacterias de dicho
género, se apreciara un efecto de disminucién de los otros géneros presentes, sin

necesidad de mediar ninguna otra causa (desplazamiento por masa).

Para determinar si el efecto de las bacterias del género Helicobacter tienen un
efecto mas alla de la modulacién por medio de la gran abundancia relativa de sus
secuencias, se realizé el mismo estudio mediante una sustraccion computacional

de las secuencias cuya asignacion taxonomica incluia el género Helicobacter.

Las secuencias de Helicobacter comprendian el 73,71% de las secuencias
teniendo un efecto directo tanto en la diversidad alfa como en la diversidad beta.

Se aprecia una tendencia a la normalizacién de los resultados provenientes de
pacientes H. pylori positivos aun manteniéndose las diferencias estadisticamente
significativas tanto en los indices de diversidad como en la diversidad beta al
estudiar los perfiles microbianos por la presencia/ausencia de los
microorganismos. Sin embargo, al estudiar los perfiles microbianos en funcién de
la abundancia de los microorganismos se observa un solapamiento de los perfiles
sin poder encontrarse diferencias significativas entre los pacientes negativos y los
pacientes positivos a H. pylori (Fig. 20).

Esta tendencia también se aprecia cuando se realiza la erradicacion de H. pylori
por medio de tratamiento antibidtico. Estudios como el de Guo et al (2020) han
estudiado el efecto de los antibidticos en los microorganismos gastricos en
pacientes antes y después del tratamiento. En este estudio aprecian como la
microbiota gastrica presenta una disbiosis en pacientes diagnosticados con
infeccion por H. pylori y como, tras un tratamiento eficaz con antibidticos, la

microbiota se normaliza a la de pacientes sanos (Guo et al., 2020).

~ 156~



Discusion

En este estudio solo se aprecidé un efecto significativo en 5 de los 19 géneros
mayoritarios (Staphylococcus, Pseudomonas, Prevotella, Actinomyces y

Campylobacter) al eliminar las secuencias identificadas como Helicobacter (Tabla
14 y Tabla 15).
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6.6 Influencia de la patologia

En este estudio hemos analizado el perfil microbiolégico de muestras de pacientes
diagnosticados o no con infeccidn por H. pylori en funcion de su patologia gastrica.

El papel que juegan las bacterias en el desarrollo de las patologias gastricas como
la gastritis, la ulcera o el cancer gastrico sigue siendo un tema de debate en la
comunidad cientifica. Se ha observado que hay un sobrecrecimiento bacteriano
en estobmagos que sufren de hipoclorhidria, siendo H. pylori, junto con la toma de
medicamentos, la principal causa de esta hipoclorhidria (P. R. Harris et al., 2013).
Se ha investigado el papel de H. pylori en la progresion de las patologias gastricas,
desde la gastritis hasta las ulceras o cancer gastrico (Mégraud, Floch, Labenz, &
Lehours, 2016). Sin embargo, otras bacterias gastricas también pueden
interaccionar con H. pylori, afectando tanto a su colonizacion inicial, por el nuevo
nicho que ha producido H. pylori y afectando a la evolucion clinica del paciente
(Gunathilake et al., 2019).

Dentro de las patologias estudiadas el cancer gastrico es el que mayor relevancia
clinica presenta, siendo el sexto cancer mas comun en el mundo. La mayor parte
de los casos se localizan en la zona este de Asia siendo alli el segundo cancer
con mayor causa de muerte después del cancer de pulmén (Rahman, Asombang,
& Ibdah, 2014) .

Estudiar el perfil microbiolégico de las diferentes etapas de las patologias
digestivas ha sido el objetivo de numerosos articulos, con las limitaciones de ser
estudios regionales con un numero limitado de muestras por cada uno de los
grupos. Esto, junto a la gran variabilidad individual que nos encontramos en los
perfiles microbianos, especialmente a nivel de género, debido a causas externas
al estudio como son: el nivel de inflamacién gastrica, los habitos dietéticos, la toma
de antibidticos, el tipo de vida rural o urbano o los estilos de vida sedentario o
activo dificultan mucho determinar los efectos exclusivos de la patologia en grupos

de pacientes con pocos individuos (Nardone & Compare, 2015).

Estas ultimas limitaciones también las encontramos en nuestro estudio, ya que los

grupos de pacientes diagnosticados con infeccion por H. pylori y diagndstico de
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ulcera y metaplasia solo esta compuesto por 4 y 3 pacientes respectivamente.
Esto, junto a la variabilidad individual de cada paciente, hace dificil encontrar

diferencias significativas en la microbiota de estos 2 grupos a nivel de género.

El estudio de las patologias gastricas separando los pacientes en funcién del
estado de infeccidn por H. pylori se relaciona con estudios como el de Li et al.
(2009) en el que estudiaban la microbiota gastrica en pacientes con gastritis sin
infeccion por H. pylori para determinar el efecto en las patologias gastricas de la
microbiota gastrica no-H.pylori (Li et al., 2009).

Aunque el ambiente gastrico de pacientes sin infeccidn por H. pylori es mucho
mas desconocido que el ambiente gastrico de los pacientes infectados, hay varios
articulos que tratan sobre la importancia de las bacterias no-H.pylori en las
patologias gastricas, por lo que su estudio por separado merece especial atencién
(Yuan Hu et al., 2012).

El principal resultado al estudiar estos grupos de muestras es que, en las muestras
diagnosticadas como H. pylori negativos, se detectaron secuencias de H. pylorien
42 de las 64 muestras, siendo Helicobacter el género mayoritario dentro de las

muestras de pacientes con cancer gastrico.

El aumento de la diversidad alfa en las muestras con dispepsia frente a las
muestras con gastritis, y este a su vez frente al grupo de pacientes con cancer,
coincide con la hipdtesis de que una mayor diversidad bacteriana esta,
generalmente y dependiendo de la region anatémica (Ceccarani et al., 2019),

asociada a un mejor estado de salud (Clemente, Ursell, Parfrey, & Knight, 2012).

Los perfiles microbioldgicos de los pacientes infectados con H. pylori con una
patologia asociada presentaron diferencias significativas en funcién de la
patologia. Se detectdé una disminucién de la diversidad alfa en el grupo de
pacientes con patologia de gastritis y del grupo de pacientes con metaplasia con
respecto a los grupos con dispepsia, ulcera o cancer. Este tipo de resultados
difiere con los encontrados en los estudios de los pacientes no diagnosticados con

infeccion por H. pylori y son los esperados en un proceso de infeccion, siendo el

~ 159~



Discusion

pico de mayor abundancia relativa el estado de gastritis activa y disminuyendo

conforme aumentan las patologias gastricas.

El grupo de pacientes con gastritis presento6 diferencias significativas en su perfil
microbiano con respecto a los grupos de disbiosis y cancer, debido a la gran
abundancia relativa de bacterias pertenecientes al género Helicobacter. En estas
muestras se aprecia una tendencia en la abundancia relativa de las bacterias del
geénero Helicobacter que varia en funcion de la patologia: aumenta su abundancia
relativa desde disbiosis a gastritis, donde alcanza su abundanica relativa maxima,
y disminuye otra vez en el grupo de pacientes con metaplasia y aun mas en el
grupo de cancer gastrico. Esta disminucion fue también detectada en el estudio
de Eun et al. (2014) donde se vio un aumento en las bacterias del género
Streptococcus (Eun et al., 2014) que en nuestro caso no fue significativo. En
nuestro estudio la disminucion de las bacterias pertenecientes al género
Helicobacter esta asociada a un aumento significativo de las bacterias del género

Prevotella'y Escherichia en las muestras de los grupos de ulcera y cancer gastrico.

El aumento de la abundancia relativa de bacterias pertenecientes al género
Prevotella en las muestras con cancer gastrico concuerda con el estudio de
Karpinski (2019), en el que se las vincula con la produccion de compuestos
proinflamatorios y dafio endotelial en la superficie oral (Karpinski, 2019). Otros
estudios relacionan la presencia de Prevotella copri como un factor de riesgo para
el desarrollo de cancer gastrico (Gunathilake et al., 2019). En el estudio de Dong
et al. (2017) se relaciona la produccion de acido acético por las bacterias del
género Prevotella con la induccion de la secrecion de 6xido nitrico (NO), molécula
sefalizadora para diferentes procesos fisiolégicos que, en exceso o no regulada,
esta vinculada a diversos procesos patolégicos incluidos el cancer (Dong et al.,
2017).

Al quitar las secuencias procedentes de bacterias del género Helicobacter y
realizar los estudios de diversidad alfa entre los pacientes con diferentes
patologias, tanto negativos como positivos para H. pylori, se aprecia una
normalizacion general de todos los grupos de pacientes positivos. Se obtuvieron
valores para el indice de Shannon de aproximadamente 2,00 excepto para el

grupo H. pylori positivos con cancer que, aunque subi6 de 1,34 a 1,54, debido a
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la gran abundancia relativa de secuencias no clasificadas tras la extraccion de las

secuencias de H. pylori, no se obtuvo un valor real de la diversidad de dicho grupo.

Se encontraron diferencias aisladas dentro de los filos mayoritarios,
principalmente en el filo Proteobacteria entre los pacientes de los grupos de
gastritis positivos y negativos a infeccién por H. pylori (p<0.01). Esta diferencia
viene dada por la mayor abundancia relativa de las secuencias provenientes de
bacterias del género Pseudomonas en el grupo de gastritis negativos. Esto
coincide con el estudio de Kachuei et al. (2020), en el cual se ha descrito que los
pacientes no colonizados por H. pylori son mas propensos a la colonizacion por
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Kachuei, Abadi, Rahimi, &
Forootan, 2020), aunque las diferencias de las bacterias del género
Staphylococcus no fueron significativas en nuestro estudio.
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6.7 Efecto de la region geografica en la microbiota gastrica de pacientes
H. pylori positivos

H. pylori es un factor clave para el desarrollo de las patologias gastricas siendo el
responsable del 89% de los canceres gastricos que no afectan al cardias. Sin
embargo, esta patologia no se distribuye de manera uniforme entre las
poblaciones con un porcentaje similar de infecciones por H. pylori. En los estudios
de Yang et al. (2016) detectaron que 2 poblaciones con una tasa similar de
infectados por H. pylori tenian tasas de cancer gastrico muy diferentes a pesar de
ser poblaciones, ambas, de Colombia (Yang et al., 2016). Bajo este supuesto se
podria alegar que existen diferencias genéticas/raciales. Parkin (2004) investigd
si éste era el unico factor asociado al cancer gastrico y encontré que las personas
que procedian de zonas con alta tasa de riesgo de cancer gastrico y emigraban a
una de menor riesgo disminuian la probabilidad de sufrir este tipo de cancer
(Parkin, 2004).

El estudio de Lertpiriyapong et al. (2014) en ratones libres de gérmenes demostré
que la microbiota gastrica inicial es fundamental para la progresion hacia cancer
gastrico. Aquellos ratones libres de microbiota gastrica demostraron ser menos
propensos que los ratones con una microbiota controlada, con menor expresion
de genes ligados a rutas proinflamatorias y una gastritis mas leve (Lertpiriyapong
etal., 2014).

Para estudiar si diferentes poblaciones poseen una microbiota diferente, se
seleccionaron los pacientes diagnosticados como positivos a infeccién por H.
pylori de diferentes estudios regionales PRJEB21497 (Castafio-Rodriguez et al.,
2017), PRJEB22107 (Klymiuk et al., 2017), PRJIEB21104 (Parsons et al., 2017) y
PRJNA310127 (Yu et al., 2017).

Estudios como el de Delgado et al. (2016) sefalan una gran variabilidad en la
microbiota gastrica de los pacientes de una misma region geografica y como
hemos visto, diferentes patologias gastricas presentan perfiles microbiologicos

diferentes.
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En este apartado se ha buscado focalizar en las diferencias de los perfiles
microbianos de cada pais con el fin de encontrar una microbiota gastrica core y

poder determinar diferencias regionales en la microbiota gastrica.

En nuestro estudio se ha observado una agrupacion de las muestras procedentes
de pacientes H. pylori positivos en funcion del pais de residencia de los pacientes.
Se encontrardn diferencias significativas entre las muestras de cada cada pais,
con la excepcion de las muestras de los paises de Reino Unido y Austria donde la
abundancia relativa de bacterias del género Helicobacter era muy elevada y su

variabilidad microbiana era menor.

Mas claras fueron las diferencias encontradas al analizar las muestras en funcion
de la presencia/ausencia de las diferentes ASVs. Por medio de este analisis se
aprecié una mayor agrupacioén de las muestras en funcién del pais de origen,
indicando que los géneros mayoritarios permanecen constantes mientras que se

encuentran mayores diferencias en los géneros minoritarios.

Al estudiar mas en detalle los géneros caracteristicos de cada pais, llaman la
atencion  especialmente 3 géneros: Lactococcus, Pseudomonas y
Methylobacterium.

Los 3 géneros fueron detectados en otros estudios y es especialmente relevante
el género Lactococcus (Castafno-Rodriguez et al., 2017; Gunathilake et al., 2019).
Este género, ha sido vinculado a un mayor riesgo de padecer cancer gastrico
(Stewart, Wu, & Chen, 2020) y en este estudio coincide que 8 de 15 muestras con

Lactococcus tienen cancer y 4 ulcera gastrica en la region de Malasia.

El género Methylobacterium ha sido descrito como un posible género
contaminante durante la endoscopia (Kovaleva, Degener, & Van Der Mei, 2014) y
como microbiota gastrica (Delgado et al., 2013). En nuestro estudio ha aparecido
en muestras de diferentes paises y estudios principalmente de muestras de
pacientes con dispepsia, coincidiendo con otros estudios que lo relacionan a una

microbiota gastrica sana (Liu et al., 2019).

Las bacterias del género Pseudomonas son comunmente encontradas al realizar

estudios y diagnosticos con muestras de biopsia gastrica, pudiendo afectar a los
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meétodos diagnosticos por producir respuestas cruzadas con H. pylori (Johansen
et al., 1995) o inhibiendo su crecimiento en los cultivos in vitro (Lacey, Mehme, &
Taylor, 1995). En el estudio de Kachuei et al. (2020) detectaron bacterias del
género Pseudomonas en un porcentaje elevado de muestras (aproximadamente
un 80%) siendo mayor su deteccion en los pacientes no infectados por H. pylori.
En su estudio comentan que las bacterias Pseudomonas aeruginosa junto a
bacterias de la especie Staphylococcus aureus podrian producir una inflamacion
gastrica en las primeras etapas de gastritis (Kachuei et al., 2020). Las muestras
procedentes de Espafa en las que se detectaron secuencias de Pseudomonas
proceden de pacientes pediatricos en los que la infeccidn por H. pylori no llevaria
muchos anos. En estas muestras nos encontramos, principalmente, con
infecciones tempranas de poco tiempo de desarrollo, pudiendo coincidir con las
etapas que remarca el estudio de Kachuei et al. (2020).
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6.8 Limitaciones del estudio

A lo largo del presente estudio se ha intentado dar una vision lo mas neutral
posible tanto de la metodologia como de sus limitaciones técnicas. Una vez
discutidos todos los puntos y resultados de esta tesis podria ser interesante
remarcar aquellas limitaciones que consideramos mas importantes para intentar
resaltar los problemas mas comunes que nos encontramos durante la

investigacion.

Ademas de las limitaciones comunes a la mayoria de los estudios
metataxondmicos previstas en su disefio remarcadas en el punto “2.3.4 Etapas
en el estudio de la microbiota y sus limitaciones”, han ido surgiendo otras

derivadas de los estudios seleccionados y de los analisis utilizados:

- Bajo tamafo muestral: a pesar de medir y calcular el tamafo
muestral minimo para el presente estudio, el objetivo inicial era contar con
un tamano muestral mucho mayor. De un total de 631 muestras
procedentes de 6 proyectos diferentes solo 331 cumplieron los requisitos
de inclusion marcados en el presente estudio. Finalmente, y tras el filtrado
del proyecto PRJNA313391 solo 223 muestras fueron finalmente incluidas
en los analisis finales.

- Falta de datos disponibles vy fiables: esta limitacion enlaza con la
anterior. ElI numero de estudios metataxondmicos en muestras de
biopsias gastricas es limitado y, debido a las limitaciones generales de
este tipo de estudios, los datos generan poca confianza. Es necesario ser
muy estricto con la seleccion de las muestras a incluir en este tipo de
estudios.

- Falta de un consenso en los analisis de la microbiota: a pesar del
gran numero de articulos que se estan publicando sobre analisis
metataxonémicos aun queda un gran camino en la normalizacion de los
términos. Un claro ejemplo de ello es la definicion de core, quedando a la
discrecion del investigador determinar unos limites para su definicion, lo
que puede generar confusidbn al comparar diferentes estudios

metataxondémicos.
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- No poder profundizar mas en los analisis de factores: esta
limitacion es una limitacion metodoldgica general pero se hace mas
patente cuanto mas se profundiza en los analisis. Pueden surgir preguntas
y posibles lineas de investigacion interesantes que, aunque pueden ser
valoradas, tienen que partir de un nuevo estudio, repensado y con un
nuevo planteamiento de la idea inicial para evitar posibles sesgos.

- Acceso a los estudios limitado: actualmente la mayoria de las
revistas estan solicitando a los investigadores que faciliten el acceso a sus
secuencias a toda la comunidad cientifica. A pesar de ello, no todos los
estudios aportan dicho acceso lo que limita al investigador a posibles
estudios.

- Por dultimo, es importante remarcar que todos los pacientes
incorporados a este estudio son pacientes con alguna patologia, cuyo
diagndstico requeria de una endoscopia gastrica. ElI grupo ideal de
pacientes control seria aquél compuesto por personas sanas sin ninguna
patologia digestiva. A pesar de ello, el hecho de tomar una biopsia gastrica
de pacientes sanos, sin causa médica, para el estudio de la microbiota

gastrica, choca frontalmente con la ética ligada a cualquier estudio.

Todas estas limitaciones pueden ser resumidas en una: incertidumbre. La falta
de control de las muestras, la dificultad de trabajar con biopsias gastricas y la
falta de consenso para el analisis de la microbiota hace imprescindible tomar

los datos con cautela y conocimiento de dichas limitaciones.
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6.9 Discusion final

El estudio de la microbiota humana se ha vuelto muy popular en los ultimos afos
conforme mas sabemos del papel fundamental que tiene en nuestra salud. Con el
aumento de la informacion de la que disponemos la necesidad de procesar todos
esos datos nos ha llevado a disefar una gran coleccion de herramientas. Muchas
de ellas han sido creadas con el objetivo de poder normalizar los estudios y
disminuir la variabilidad asociada a utilizar diferentes herramientas, pero hoy en
dia no disponemos de un modelo estandarizado para poder llevar a cabo dichos
estudios. Asi pues, es el propio investigador el que debe conocer todas las
ventajas y limitaciones de las herramientas que planea utilizar. Esta labor es,
desde luego, ardua y laboriosa y no es de extrafiar que muchos investigadores
contraten los servicios de diferentes empresas o realicen colaboraciones con
grupos que aporten su experiencia. Con todo ello, y a pesar de que el objetivo
ideal es aportar el conocimiento a la comunidad por medio de la divulgacion
cientifica, estan apareciendo intereses comerciales en torno a los analisis
metataxondmicos, que junto a su publicidad y, por supuesto, legitimo interés
comercial pueden confundir a los investigadores o presuponer unos resultados

imposibles.

Ser capaz de discernir qué herramientas son las precisas en cada momento de la
investigacion y poder modificarlas para poder obtener unos resultados reales se
ha vuelto fundamental para todos los investigadores. Con ello se reducen costes
asociados a los analisis y preparan a los grupos para realizar los estudios de
manera correcta. Este estudio se ha centrado en la importancia de los analisis
metataxondmicos que tratan sobre la salud humana, pero no hay que olvidar que
otras muchas areas estan también beneficiandose de este tipo de tecnologia. Asi
pues, multiples areas de caracter industrial como son los alimentos, el cuidado
animal o incluso en el cuidado medio ambiental son también participes necesarios
del desarrollo de estas técnicas por lo que no es de extrafar que esta relacion
entre la bioinformatica y el analisis de grandes cantidades de datos o “big data”
sea dia a dia mas estrecha.
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En nuestro estudio, y gracias a la herramienta que hemos preparado, se ha visto
la presencia de una microbiota gastrica compleja y variada. Es indudable la
importancia que tiene H. pylori, siendo la principal colonizadora del ambiente
gastrico y también su papel en el desarrollo de patologias gastricas. A lo largo de
este estudio hemos visto que la microbiota gastrica esta compuesta, a su vez, de
bacterias de otros filos bacterianos como son el filo Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria y/o Fusobacteria, junto a unos géneros
representativos de cada uno de esos filos: Streptococcus, Pseudomonas,
Prevotella, Fusobacterium, Veillonella, Campylobacter, Leptotrichia, Bacteroides,

Actinomyces, elc.

Con las técnicas utilizadas en este estudio no se ha podido determinar si las
bacterias que han sido identificadas eran bacterias que realmente habian
colonizado el estbmago o eran bacterias en transicion provenientes del ambiente
oral, del tracto respiratorio o formaban parte de la microbiota intestinal. En este
tipo de estudios presenta un mayor interés discernir si esas bacterias,
independientemente de si son residentes o transitorias, tienen un efecto en la
proteccion o en la progresion de las patologias digestivas. Hemos visto que H.
pylori estda muy presente en casi todas las muestras gastricas, incluso en pacientes
diagnosticados como negativos para infeccion por H. pylori. pero con una
abundancia relativa menor a la de la mayoria de las muestras de los pacientes
positivos. Con ello se abre la posibilidad de que otras bacterias no H. pylori puedan
modular el ambiente gastrico y puedan inducir o facilitar diferentes patologias
mediante la produccién de compuestos que medien en la inflamacion de la pared
del estbmago, produzcan compuestos carcinogénicos o, al contrario, protejan de
dichos compuestos mediante su metabolismo o por competitividad. Para poder
realizar todas estas pruebas seria necesario estudiar todos las rutas metabdlicas
de las bacterias implicadas, realizar estudios genéticos, estudiar la dinamica de
las bacterias frente al ambiente gastrico y ver la respuesta de las células humanas
frente a esas bacterias. El papel de los estudios metataxonémicos es dar a
conocer las posibles bacterias que pueden tener un papel relevante en dicho

proceso y poner la luz sobre que bacterias precisan de una mayor atencion.
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Este tipo de estudios nos aportaran nuevos tipos de tratamientos, ya sea en forma
de tratamientos con antibi6ticos mas dirigidos a grupos bacterianos o mediante la
modulacién de la microbiota por medio de otros microorganismos con caracter

probidtico.

Bajo esta ultima premisa se estan llevando a cabo numerosos estudios en
animales (Nagano etal., 2019; Zhu & Liu, 2017) donde los probidticos demostraron
ciertos efectos positivos en la prevencion de la carcinogénesis influyendo en la
colonizacion de esta bacteria y atenuando la inflamacion gastrica inducida por H.
pylori (Isobe et al., 2012; Kabir et al., 1997). Sin embargo, seria necesario realizar

mas investigaciones, especialmente en humanos, para confirmarlo.
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7. Conclusiones

1. Las técnicas protedmicas como el MALDI-TOF son buenas herramientas para
la identificacidon de colonias de H. pylori en la practica clinica si se tiene en
consideracion la alta plasticidad de esta especie, pudiendo ser necesario preparar

una base de datos de cepas de cada area geografica.

2. La creacién de bases de datos locales mejora la identificacion de cepas de H.
pylori en la rutina clinica aumentando significativamente el numero de cepas

identificadas con un valor de score superior a 1,7.

3. Con el desarrollo de la herramienta bioinformatica, en esta tesis hemos podido
reducir tiempos y gastos asociados a toda investigacidon metataxonémica
facilitando el analisis de grandes volumenes de datos, de una manera modular y

reutilizable.

4. Las analisis metataxondmicos muestran una gran variabilidad en los perfiles de
microbiota gastrica dentro de los grupos de pacientes, siendo necesarias al menos
100 muestras para obtener un poder estadistico elevado y aumentar, en la medida
de lo posible, la resolucién de las pruebas estadisticas y reducir la probabilidad de

error tipo Il

5. El uso de diferentes bases de datos de referencia afecta de manera directa
sobre los resultados obtenidos. La incorporacién de nuevas secuencias de
referencia y la actualizacion de las asignaciones taxonémicas hacen que la mejor

opcidn sea el uso de las bases de datos mas acualizadas.

6. La comparacion con estudios previos que hayan utilizado otra base de datos es
posible, siempre y cuando se conozca las limitaciones de ambas bases de datos,
ya que los resultados podrian estar sesgados debido a reasignaciones

taxondmicas o mejoras en las secuencias de referencia.

7. No todo lo que esta publicado en los repositorios de datos esta libre de errores.
Es fundamental comprobar el material que se ha obtenido por estas fuentes

previamente al andlisis y a sacar conclusiones.
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8. El analisis de correlaciones mostré que H. pylori tiene un efecto directo en la
diversidad de la microbiota gastrica, teniendo un papel modulador principal en
aquellos pacientes que hayan sido infectados por esta bacteria. En los pacientes
negativos H. pylori pierde el papel modulador, obteniéndolo bacterias de los
geéneros Prevotellay Pseudomonas.

9. Al eliminar las secuencias de las bacterias del género Helicobacter de los
analisis, se aprecia una normalizacion significativa de los perfiles bacterianos

entre los pacientes positivos y negativos para la infeccion por H. pylori.

10. No podemos determinar si las patologias gastricas tienen un efecto en la
microbiota o la microbiota tiene efecto en las patologias, pero ambas estan

claramente relacionadas y la modulacién de una puede tener efecto sobre la otra.

11. H. pylori es el principal agente patologico en las patologias digestivas, pero
también se han observado otras bacterias asociadas a diferentes patologias
como: bacterias del género Pseudomonas en gastritis, los géneros Escherichia 'y
Fusobacterium en pacientes de cancer gastrico (todos ellos negativos a H. pylori)

y/o bacterias del género Prevotella en pacientes con cancer positivos a H. pylori.

12. Los perfiles microbianos de las muestras gastricas encontradas en este
estudio parecen tener un comportamiento ligeramente diferente en funcion de la
region. A pesar de ello se aprecia una microbiota comun caracterizada,
especialmente, por bacterias del género Helicobacter, Prevotella, Escherichia y

Streptococcus.
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El siguiente anexo contiene los comandos para realizar los analisis de
secuencias pareadas obtenidas por medio de la plataforma Illumina una vez
“‘demultiplexadas” (separadas por muestras) y preferiblemente filtradas por
calidad.

Para la utilizacion de los siguientes comandos sera preciso disponer de una
version de QIIME2 de manera nativa o por medio de una maquina virtual. Las
instrucciones para su instalacibn pueden encontrarse en su pagina web
“https://docs.qiime2.0rg/2020.8/install/”.

protocolo se recomienda su instalacion por medio de una maquina virtual y

Para la realizacion del siguiente

optimizarla en funcion de las capacidades del ordenador (generalmente
aumentando su disponibilidad de memoria RAM y procesadores dedicados en

Configuracion / Sistema).

Antes de empezar se recomienda preparar un archivo de datos
“‘metadata/mapping” en el que se disponga de cada una de las muestras por fila
y las variables por columna siendo la primera columna siempre el nombre de las

muestras con el encabezado “SamplelD” :

Ejempilo:
SamplelD |Biopsia_Vs_Jugo Pais Hp
Muestra 1 Biopsia Espana HpPos
Muestra 2 Biopsia Portugal Neg
Muestra_3 Jugo_gastrico Espana Neg
Muestra 4 Biopsia Espana HpPos
Muestra 5 Biopsia Portugal HpPos
Muestra 6 Biopsia Portugal HpPos
Muestra_7 Jugo_gastrico Portugal HpPos
Muestra_8 Biopsia Portugal Neg
Muestra 9 Biopsia Espana Neg
Muestra_10| Jugo gastrico Espana HpPos
Muestra 11 Biopsia Espana HpPos
Muestra 12 Biopsia Espana HpPos

Lo guardaremos como texto delimitado por tabulaciones para facilitar su

implementacion al analisis.
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Una vez instalada siguiendo sus instrucciones procedemos de la siguiente forma:

1- Generamos una carpeta con el nombre del proyecto en el directorio de

preferencia (generalmente el escritorio de linux).

2- Dentro de la carpeta del proyecto creamos otra carpeta con el nombre “seqs”
y movemos las secuencias a dicha carpeta y volvemos a la carpeta del

proyecto.

3- Abrimos la terminal en la carpeta del proyecto (botén derecho del ratén) y

creamos las carpetas accesorias escribiendo:

mkdir artifact
mkdir visu

mkdir data

4- Cargamos las secuencias a giime2*:

giime tools import \

--type SampleData[PairedEndSequencesWithQuality] \
--input-path seqs/ \

--input-format CasavaOneEightSingleLanePerSampleDirFmt \

--output-path artifact/demux.qza

*Hay otros formatos que pueden aparecer al buscar proyectos en las plataformas
web. En tal caso el formato podria no ser tipo Casava y podria ser necesario
indicar a que muestra pertenece cada archivo y su direccion de lectura. En tal
caso hay que crear un archivo de texto (.txt) con la direccién de cada muestra en

cada linea al que llamaremos “manifiesto.txt”
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Ejemplo de manifiesto.txt:

Muestra_1,/media/sf_giime/Proyecto/seqs/Muestra_1_R1_all.fastq,forward
Muestra_1,/media/sf_giime/Proyecto/seqs/Muestra_1_R2_all.fastq,reverse

Muestra_2...

Y cargamos las secuencias

giime tools import \

--type SampleData[PairedEndSequencesWithQuality] \
--input-path manifiesto.txt \

--output-path artifact/demux.qza \

--input-format PairedEndFastqManifestPhred33

5- Generamos el archivo visual para comprobar el estado de las secuencias y
determinar si hay que realizar algun corte para mejorar la calidad de las
secuencias.

giime demux summarize \

--i-data artifact/demux.qza \

--0-visualization visu/demux-summary-1.qzv
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6- Generamos la tabla de secuencias ASVs mediante el algoritmo DADA2 y
realizamos los cortes que viéramos que fueran necesarios (generalmente
buscamos que la calidad de la mediana en una posicion de los nucleétidos no

baje mucho de 20) sustituyendo los “0” por el valor que corresponda :

giime dada2 denoise-paired \
--i-demultiplexed-seqs artifact/demux.qza \
--o-representative-sequences artifact/rep-seqgs.qgza \
--o-table artifact/table.qza \

--p-trunc-len-f 0 \

--p-trunc-len-r 0 \

--p-trim-left-f 0 \

--p-trim-left-r 0 \

--p-max-ee 1\

--p-n-threads 0 \

--0-denoising-stats data/stats.qza

QIIME2 tiene muchas herramientas que pueden aplicarse a partir de este punto
y se recomienda profundizar en y navegar por sus foros. En nuestro caso
procedemos a realizar la asignacion taxonémica directamente. Para ello sera

necesario disponer de una base de datos de secuencias de referencia.

7- Obtencion de la base de datos de referencia: hay diferentes protocolos
pudiendo extraerse las tablas de las secuencias representativas y utilizarlas con
la plataforma RDP o descargar la base de datos de referencia de Silva (se
recomienda la mas actual posible). Para la plataforma de QIIME2 hay diferentes
posibilidades de descarga y el procedimiento general se encuentra en:
https://github.com/mikerobeson/make SILVA db.

*Con el objetivo de facilitar el proceso de descarga y preparacion, se recomienda
descargar la version de su foro: hitps:/forum.giime2.org/t/silva-138-
classifiers/13131

El archivo es: SILVA-138-SSURef-full-length-classifier.qza
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Segun su desarrollador se recomienda preparar las secuencias en funcion de la
region hipervariable que vaya a ser utilizada y agilizar los analisis siendo
necesario realizarlo solo una vez por cada actualizacion de la base de datos. No
es obligatorio y no se puede realizar si en tu estudio hay mas de un proyecto con
diferentes regiones hipervariables.

Las regiones mas comunes son las regiones V3-V4* y para ellas se puede
realizar el siguiente comando

#Extraccion de las secuencias de referencia

giime feature-classifier extract-reads \
--i-sequences SILVA-138-SSURef-Full-Segs.qza \
--p-f-primer CCTACGGGNGGCWGCAG\
--p-r-primer GGATTAGATACCCBDGTAGTC\
--p-trunc-len 0\

--p-min-length 150 \

--p-max-length 500 \

--o-reads ref-seqs-v138-V3V4.qza \

#Prepara el clasificador:

giime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes \
--i-reference-reads ref-seqs.qza \

--i-reference-taxonomy Silva-v138-full-length-seq-taxonomy.qza
--o-classifier silva138 v34 classifier.qza\

Las secuencias de los oligonucledétidos utilizados para realizar la extraccion de
las secuencias en este caso fueron: Primer_341F CCTACGGGNGGCWGCAG
y Primer_805R_revcomp_GACTACHVGGGTATCTAATCC

*En caso de realizar el estudio sobre otras regiones hipervariables sera

necesario realizar la extraccion con las secuencias que corresponda.
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8- Movemos el archivo generado “silva138_v34_classifier.qza” a la carpeta del
proyecto y ejecutamos los siguientes comandos:

giime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier silva132_v34 _classifier.qza \
--i-reads data/rep-seqgs.qza \

--p-n-jobs -2\

--0-classification data/taxonomy_dada.qza

9- Para finalizar con este protocolo necesitamos el archivo
“metadata/mapping/datos” de las muestras en la carpeta del proyecto:

giime taxa barplot \

--i-table data/table.qza \

--i-taxonomy data/taxonomy_dada.qza \
--m-metadata-file mapping.txt \

--0-visualization data/taxa-bar-plots.qzv

Buscaremos los siguientes archivos dentro de las carpetas que hemos

generado al principio:

e La tabla con las asignaciones taxonémicas: data/taxa-
barplots.qsv/data/level-7.csv
e La tabla con las secuencias agrupadas en ASVs:

data/table.qza/data/feature-table.biom*

*En caso de no poder trabajar con la tabla biom lo ideal es extraer el

archivo y ejecutar el comando en la carpeta donde se haya extraido:

biom convert -i feature-table.biom -o table.from_biom.txt --to-tsv

Con estos 2 archivos ya podemos ir Windows o continuar trabajando en Linux.
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10- Damos formato a los archivos para el préximo script en EXCEL:

A) table.from_biom.txt

Abrimos el archive en EXCEL y eliminamos la primera fila.

Remplazamos “#OTU ID” por Subject

Guardamos con el nombre ASV.ixt

Ejempilo:

Subject Muestra_ 1 |Muestra 2 |Muestra 3 |Muestra 4 |Muestra 5
01348dc4941f7b23ffecd89c9bfe6017 797 805 3499 3839 600
68f6ccd194c0d19027e167cafbd241ae 1773 1620 2454 3216 633
fb516f4f9e2cbe67ec17dc74d289770f 344 1056 3515 1699 630
0e93772fd31f97b68d540667b12c5c06 362 211 264 0 497
f75c563c8dc652f6bf5b363541cc01b2 799 485 484 1684 392
¢5c02db5f958a29f4b17be41e9e88a85 1504 2109 1807 261 1059
7bb6ec696353e67a33c443f2af958b93 0 2827 1600 4637 0
d221a82b1aac065cc671149baeaad8ad 1089 492 49 624 190
fca18bb04fe7628d3675805a4e€651c46 362 74 359 881 48

B) level-7.csv

El objetivo es extraer la informacion del numero de secuencias por género y filos

de este archivo. Por experiencia, no es O6ptimo utilizar exclusivamente los

archivos de niveles taxondmicos superiores ya que solo te informan de las

secuencias cuya asignacion taxondmica se haya podido lograr obteniendo un

numero diferente de secuencias en el archivo de filos y el de géneros. Utilizar

este archivo nos asegura tener todas las secuencias en un unico archivo pero

dificulta su procesado.

Abrimos el archivo en EXCEL

Comprobamos que cada asignacién taxondémica ocupe un unica celda y

trasponemos, si fuese necesario, para tener las asignaciones en la primera

columna y que cada columna sea ocupada por una unica muestra.
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Copiamos la primera columna en una hoja nueva y extraemos los géneros.
Ejempilo:

Es mas facil si se utiliza el método de remplazar la parte comun de la asignacién
a nivel de género “g__” por “|” o algun otro simbolo especial y separamos por

dicho simbolo.

Esa columna de géneros tendra celdas en blanco, correspondientes a aquellas
identificaciones que no haya sido capaz de realizar el clasificador a nivel de
género Yy clasificaciones como “Candidatus”, las remplazamos por

género_no_clasificado o “Género no clasificado”.

Con la nueva columna hay que realizar 2 acciones: Remplazar la columna de la
primera hoja y crear una nueva columna habiendo eliminado los duplicados con

la herramienta de EXCEL pegandola justo debajo.

Ejemplo: remplazo de la columna original por la columna con los géneros
extraidos:

Subject Muestra_1l Muestra_2 [Muestra_3 Muestra_4 Muestra_5
d_ Bacteria;p_ Campylobactera 797 805 3499 3839 600
Unassigned.__._ . . . . 1773 1620 2454 3216 633
d__Archaea;p__ Euryarchaeota;c 344 1056 3515 1699 630
d__ Bacteria;p__ Actinobacteriota 362 211 264 0 497
d__ Bacteria;p__ Actinobacteriota 799 485 484 1684 392
d__ Bacteria;p__Actinobacteriota 1504 2109 1807 261 1059
d__Bacteria;p__Actinobacteriota 0 2827 1600 4637 0
d_ Bacteria;p__ Actinobacteriota 1089 492 49 624 190
d__ Bacteria;p__Actinobacteriota 362 74 359 881 48
d__ Bacteria;p__Actinobacteriota 314 351 1021 454 381
Subject Muestra_ 1 Muestra_2 Muestra_3 Muestra_4 Muestra 5
Helicobacter 797 805 3499 3839 600
Unclassified_genera 1773 1620 2454 3216 633
Methanobrevibacter 344 1056 3515 1699 630
Methanosphaera 362 211 264 1] 497
Actinomyces 793 485 484 1684 392
Actinomyces 1504 2109 1807 261 1059
Actinomyces 0 2827 1600 4637 o
Arcanobacterium 1089 492 49 624 190
Unclassified_genera 362 74 359 831 48
Mobiluncus 314 351 1021 454 381
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Subject Muestra 1 Muestra_2 Muestra 3 Muestra_4 Muestra_S
Helicobacter 797 205 3499 3839 600
Unclassified_genera 1773 1620 2454 3216 633
Methanobrevibacter 344 1056 3515 1639 630
Methanosphaera 362 211 264 0 497
Actinomyces 799 485 454 1684 392
Actinomyces 1504 2109 1807 261 1059
Actinomyces 0 2827 1600 4637 ]
Arcanobacterium 1089 432 43 624 150
Unclassified_genera 362 74 359 881 48
Maobiluncus 314 351 1021 454 381
Subject Muestra 1  Muestra_2 Muestra 3  Muestra_4 Muestra_S
|Helicobacter |=SUMAR.SI(SC54:5C512;5C17;D54:0513)

Unclassified_genera SUMAR.Slirango; criteric; [rango_sumal)
Methanobrevibacter

Methanosphaera

Actinomyces

Arcanobacterium

Mobiluncus

La expresion para sumar todas las celdas de cada columna en funcion del género
es “SUMAR.SI".

Copiamos la tabla nueva y pegamos valores en una hoja nueva desde la celda
A1 y guardamos como texto delimitado por tabulaciones con el nombre de

“‘genera.txt”

Repetimos el proceso a nivel de filo para obtener el archivo “phyla.txt”

Con las dos columnas que obtuvimos con los filos y con los géneros antes de
quitarles los duplicados podemos obtener una lista de los géneros y los filos de

nuestro estudio quedando relacionados y la llamamos "lista_filos_generos.txt".
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Ejempilo:

Filos Generos
Género no
Filo no clasificado | clasificado
Euryarchaeota Methanobrevibacter
Euryarchaeota Methanosphaera

Actinobacteriota | Actinomyces
Actinobacteriota Arcanobacterium
Actinobacteriota Mobiluncus
Actinobacteriota | Varibaculum
Actinobacteriota Alloscardovia
Actinobacteriota Bifidobacterium
Actinobacteriota | Corynebacterium
Actinobacteriota Brevibacterium
Actinobacteriota Rothia
Actinobacteriota Propionibacterium
Actinobacteriota | Atopobium
Actinobacteriota Coriobacteriaceae
Actinobacteriota Olsenella
Actinobacteriota Collinsella
Actinobacteriota Enorma

Esta tabla nos ayudara a poder realizar una serie de analisis que necesitan

relacionar cada género con sus filos.

Finalmente tendremos 5 archivos diferentes que debemos situar en la misma

carpeta:

e metadata.txt: Con la informacién de cada una de las muestras

e ASV.txt: Con la agrupacion de las secuencias en formato ASVs

e genera.txt: Con las agrupaciones de las secuencias por géneros

e phyla.txt: Con las agrupaciones de las secuencias por filos

e lista_filos_generos.txt: que nos relaciona los géneros con cada uno de los

filos.
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El siguiente anexo contiene el script para realizar los analisis de secuencias una

vez han sido formateadas con los comandos del Anexo1.

Antes de empezar es necesario disponer de los 5 archivos antes mencionados,
disponer del programa Rstudio e instalar la primera vez las siguientes librerias:

library(ggbiplot), library(forcats), library(RColorBrewer), library(reshape?2),
library(ggplot2), library(vegan), library(viridis), library(FactoMineR),
library(factoextra), library(ggpubr), library(gplots), library(magrittr), library(venn),
library(ggsignif), library(tidyverse), library(gtools), library(knitr), library(qgraph),
library(pairwiseAdonis).

Posteriormente solo hay que modificar el directorio en el script a la
carpeta donde se localicen los otros 5 archivos

“directory<-"C:/Users/user/Desktop/qiime/proyecto/ ™"

Para cargar el scritp en Rmarkdown solo es preciso copiar todo en un nuevo
archivo Rmarkdown HTML borrando todo su contenido y pegando el script con
sus comentarios que comienza a continuacion:

<l--- Esto es una manera de representar los comentarios en Markdown. Se pueden
correr sin que repercuta en el programa -->

<!---Comienza el script. Médulo de carga e inicio -->

<!---Titulo y encabezado del proyecto con fecha y formato de salida HTML -->
title: "Proyecto Tesis Claudio"

author: "Claudio"

date: "'r format(Sys.time(), '%d %B, %Y')™"

output: html_document

H#t##Packages:

<!l--- Librerias de R utilizadas y su version. Hay que tenerlas instaladas previamente
mediante el comando install.packages(“Nombre_de_la_libreria”)-->
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- library(ggbiplot) Version: 'r packageVersion("ggbiplot")

- library(forcats) Version:'r packageVersion("forcats")"

- library(RColorBrewer) Version:'r packageVersion("RColorBrewer")’
- library(reshape2) Version:'r packageVersion("reshape2")

- library(ggplot2) Version:'r packageVersion("ggplot2")’

- library(vegan) Version:'r packageVersion("vegan")’

- library(viridis) Version:'r packageVersion("viridis")"

- library(FactoMineR) Version:'r packageVersion("FactoMineR")
- library(factoextra) Version:'r packageVersion("factoextra")’

- library(ggpubr) Version:'r packageVersion("ggpubr")’

- library(gplots) Version:'r packageVersion("gplots")’

- library(magrittr) Version:'r packageVersion("magrittr")’

- library(venn) Version:'r packageVersion("venn")’

- library(ggsignif) Version:'r packageVersion("ggsignif")’

- library(tidyverse) Version:'r packageVersion("tidyverse")

- library(gtools) Version:'r packageVersion("gtools")’

- library(knitr) Version:'r packageVersion("knitr")’

- library(pairwiseAdonis) Version:'r packageVersion("pairwiseAdonis")’

“{r, warning=FALSE,message=FALSE, echo=FALSE}
<!--- Carga de las librerias en R-->

library(ggbiplot)

library(forcats)

library(RColorBrewer)

library(reshape2)

library(ggplot2)

library(vegan)

library(viridis)

library(FactoMineR)

library(factoextra)
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library(ggpubr)
library(gplots)
library(magrittr)
library(venn)
library(ggsignif)
library(tidyverse)
library(gtools)
library(knitr)

library(qgraph)

library(pairwiseAdonis)

<!---Modulo 2: Definicién del directorio de trabajo y el nombre de los archivos. Los
archivos solicitados por defecto son 5. Tabla a nivel de ASV, a nivel de género, a nivel de filo
lista con los géneros y su respectivo filo y la tabla de variables o “mapping file” -->

H##ASV Samples resumen

“{r, echo=FALSE}

directory<-"C:/Users/Claudio/Desktop/qiime/proyecto/ "
setwd(directory)
#Nombre del archivo con las abundancias absolutas de las MATs, OTUs o ASVs

data<- read.table("ASV.txt", sep = "\t", header = TRUE, row.names = 1, check.names =
F)

md1<- read.table("metadata.txt", header=T, sep = "\t", row.names = 1, comment.char
="*" check.names =F)

filo_genero<- read.table("lista_filos_generos.txt", sep = "\t", header = TRUE,
check.names = F)

#Variable a analizar

var<-"Biopsia_Vs_Jugo"
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#Orden de los factores de var?

ordenados<- "No"

if (ordenados=="Si"){

md1[[var]] <- factor(md1[[var]], levels = c("Young", "Older"))
niveles <- c("Young", "Older")

}

#quitamos ASVs sin representacion

ASV <- rowSums(data)

sin_0<-ASV!=0

data<-data[sin_0,]

<l---Resumen descriptivo -->

Number of samples: ‘r ncol(data)’

Number of ASVs: ‘r nrow(data)’

Number of reads:'r sum(apply(data, 2, sum))’

__Summary__
“{r, echo=FALSE}
data2<-data

data2<-as.matrix(t(data2))

data_filtrado<-data2

md1variable<- chind(row.names(md1),as.character(mdi[[var]]))
md1lvariable<-"colnames<-‘(md1ivariable, c("muestra"”, "factor"))
md1lvariable<- as.data.frame(mdlvariable)
md1variable<-‘row.names<-'(md1lvariable, mdlvariableSmuestra)

md1lvariable[,1]<-NULL
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a<-merge(data_filtrado,md1variable,by=0)

Factor<-c()
Samples<-c()
Seq_total<-c()
Min<-c()
Mediana<-c()
Ql<-c()
Q3<-c()

Max<-c()

for (i in unique (aSfactor)){
var_i<-subset(a, factor ==)
var_i<-select(var_i, -factor, -Row.names)
sumar<-summary(apply(var_i, 1, sum))
Samples_temp<-nrow(var_i)
Seq_temp<-sum(var_i)
Factor_temp<-c(i)
Min_temp<-sumar[1]
Mediana_temp<-sumar(3]
Q1_temp<-sumar[2]
Q3_temp<-sumar[5]
Max_temp<-sumar|[6]
Factor<-c(Factor,Factor_temp)
Samples<-c(Samples, Samples_temp)
Seq_total<-c(Seq_total, Seq_temp)
Min<-c(Min,Min_temp)
Mediana<-c(Mediana,Mediana_temp)
Ql<-c(Q1,Q1_temp)

Q3<-c(Q3,Q3_temp)
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Max<-c(Max,Max_temp)

var_i<-select(a, -factor, -Row.names)
sumar<-summary(apply(var_i, 1, sum))
Samples_temp<-nrow(var_i)
Seq_temp<-sum(var_i)
Factor_temp<-c("Total")
Min_temp<-sumar[1]
Mediana_temp<-sumar(3]
Q1_temp<-sumar(2]
Q3_temp<-sumar[5]
Max_temp<-sumar[6]
Factor<-c(Factor,Factor_temp)
Samples<-c(Samples, Samples_temp)
Seq_total<-c(Seq_total, Seq_temp)
Min<-c(Min,Min_temp)
Mediana<-c(Mediana,Mediana_temp)
Q1<-c(Q1,Q1_temp)
Q3<-¢(Q3,Q3_temp)

Max<-c(Max,Max_temp)

tablaguay<-cbind(Factor,Samples,Seq_total,Min,Mediana,Q1,Q3,Max)

kable(‘row.names<-'(tablaguay,NULL))

<l--- Configuracion actual del script-->
- Alfadiversity
- Boxplots shannon

-Boxplots Simpson
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- 2 factors: Wilkoxon bonferroni adjusted
- 3 or more factors: Kruskal-Wallis bonferroni adjusted

-Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test adjusted with Bonferroni.

- Betadiversity
- Bray-Curtis distance matrix with Adonis test
- Dispersion to the centroid study
- Binnary-Jaccard distance matrix with Adonis test

- Dispersion to the centroid study

-Diagramas de venn y heatmaps

H##Results:

“{r, echo=FALSE}

data2<-data

data2<-as.matrix(data2)

ft<-prop.table(data2, 2)*100

tft<-t(ft)

orden<-order(apply(tft, 2, sum)/100, decreasing = T)

datos<-tft[,orden]

<!---Modulo 3: Inicio de los analisis de la diversidad alfa y beta usando los archivos: 1
tabla ASVs, OTUs o MATs y el “mapping file” -->

H###Alfadiversity
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H####Shannon and Simpson

“{r, echo=FALSE}

Simpson_Index<-diversity(datos, index="simpson")

Shannon_Index<-diversity(datos, index="shannon")

indices<-data.frame(Shannon_Index, Simpson_Index)

md1variable<- chind(row.names(md1),as.character(mdi[[var]]))
md1lvariable<-'colnames<-'(mdlvariable, c("muestra", "factor"))
md1lvariable<- as.data.frame(md1variable)
md1variable<-‘row.names<-'(md1lvariable, mdlvariableSmuestra)

md1variable[,1]<-NULL

a<-merge(indices,md1lvariable,by=0)

if (ordenados=="Si"){

aSfactor<- factor(aSfactor, levels = niveles)

}

aSRow.names<-NULL

pl<-ggplot(a, aes(x=factor, y=Shannon_Index, fill= factor)) + geom_boxplot() +
scale_fill_viridis(discrete = TRUE) + stat_compare_means(aes(group = factor),label.y =
max(Shannon_Index)+0.1, size= 5.3) + ylim (NA,max(Shannon_Index)+0.2) +
theme(axis.text=element_text(size=20), axis.title=element_text(size=20)) + ggtitle("")
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p2<-ggplot(a, aes(x=factor, y=Simpson_Index, fill= factor)) + geom_boxplot() +
scale_fill_viridis(discrete = TRUE) + stat_compare_means(aes(group = factor),label.y =
max(Simpson_Index)+0.04, size= 5.3)+ ylim (NA,max(Simpson_Index)+0.05) +
theme(axis.text=element_text(size=20), axis.title=element_text(size=20)) + ggtitle("")

#p2<-ggplot(a, aes(x=factor, y=simpson, fill= factor)) + geom_boxplot() +
scale_fill_viridis(discrete = TRUE)

“{r, echo=FALSE, fig.height = 5, fig.width = 15, fig.align = "center"}

ggarrange(pl, p2, labels =c(" Shannon"," Simpson"),ncol =2, nrow = 1)

H#it#H#Estadisticos

“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}
Factor<-c()

Div.Index<-c()

Samples<-c()

Min<-c()

Mediana<-c()

Ql<-c()

Q3<-¢()

Max<-c()

for (i in unique (aSfactor)){

var_i<-subset(a, factor ==)
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ncol(var_i)

for (lin 1: (ncol(var_i)-1)) {
Factor_temp<-c(i)
Filo_temp<-colnames(var_i)[l]
Frec.detec_temp<-pasteO(sum(var_i[,1]>0))
Min_temp<-round(summary(var_i[,11)[1],2)
Mediana_temp<-round(summary(var_i[,1])[3],2)
Q1l_temp<-round(summary(var_i[,1])[2],2)
Q3_temp<-round(summary(var_i[,1])[5],2)
Max_temp<-round(summary(var_i[,|])[6],2)
Factor<-c(Factor,Factor_temp)
Div.Index<-c(Div.Index,Filo_temp)
Samples<-c(Samples,Frec.detec_temp)
Min<-c(Min,Min_temp)
Mediana<-c(Mediana,Mediana_temp)
Ql<-c(Q1,Q1_temp)
Q3<-c(Q3,Q3_temp)

Max<-c(Max,Max_temp)

}
tablaguay<-cbind(Factor,Div.Index,Samples,Min,Mediana,Q1,Q3,Max)
tablaguay<-as.data.frame(tablaguay)

levels(tablaguaySMin) <- c(levels(tablaguaySMin), "<0.01")
levels(tablaguaySMediana)<-c(levels(tablaguaySMediana),"<0.01")
levels(tablaguay$Q1)<-c(levels(tablaguay$Q1),"<0.01")
levels(tablaguay$Q3)<-c(levels(tablaguay$Q3),"<0.01")

levels(tablaguaySMax)<-c(levels(tablaguaySMax),"<0.01")

tablaguay[tablaguay == "0"] <- "<0.01"

kable(‘row.names<-'(tablaguay,NULL))
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“{r, echo=FALSE}
b<-colnames(al[,-3])

resultados<-lapply(a[,b], function(x) pairwise.wilcox.test(x , g=aSfactor,
p.adjust.method = "bonf"))

resultados

H##Betadiversity

“{r, echo=FALSE}
#res.pca <- prcomp(datos)
#

#pl<-fviz(res.pca, geom="point", element="ind",axes = ¢(1, 2) ,label="none",
habillage=a$factor, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.8, invisible="quali")

#p2<-fviz(res.pca, geom="point", element="ind",axes = ¢(1, 3) ,label="none",
habillage=a$factor, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.8, invisible="quali")

#p3<-fviz(res.pca, geom="point", element="ind",axes = ¢(2, 3) ,label="none",
habillage=a$factor, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.8, invisible="quali")

“*{r, echo=FALSE, fig.height = 7, fig.width = 15, fig.align = "center"}

#ggarrange(pl, p2, p3 + rremove("x.text"), labels = c("A", "B", "C"),ncol = 3, nrow = 1)

H###PCoA

HH####H#Bray-Courtis

“Y{r, echo=FALSE,warning=FALSE}
aSfactor<-droplevels(aSfactor)

datos.dist<-vegdist(datos, method="'bray')
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datos.div<-adonis2(datos~aSfactor, permutations = 1000, method="bray", by= NULL)

dispersion<-betadisper(datos.dist, group=aSfactor)

“{r, echo=FALSE, fig.height = 7, fig.width = 10, fig.align = "center",warning=FALSE}

labs<- paste("Dimension", 1:4, "(", round(100*dispersionSeig / sum(dispersionSeig), 2),
II%)lI)

par(mfrow=c(2,3), xpd = F, mar = par()Smar + ¢(0,0,0,7))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,2), xlab=labs[1], ylab=labs[2],
conf=0.50) ##sd ellipse

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,3), xlab=labs[1], ylab=labs[3],
conf=0.50) ##sd ellipse

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(2,3), xlab=labs[2], ylab=labs[3],
conf=0.50) ##sd ellipse

# Si molesta la etiqueta del centroide usar el de abajo

#par(mfrow=c(2,3), xpd = T, mar = par()Smar + ¢(0,0,0,7))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,2), xlab=labs[1], ylab=labs[2],
conf=0.50, label= FALSE) ##sd ellipse

legend("bottomright",inset=c(-0.6,0),pch=c(1:length(levels(aSfactor))),bty = "n",col =
c(1:length(levels(a$factor))),xpd=TRUE, legend=levels(aSfactor))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,3), xlab=labs[1], ylab=labs[3],
conf=0.50, label= FALSE) ##sd ellipse

legend("bottomright",inset=c(-0.6,0),pch=c(1:length(levels(aSfactor))),bty = "n",col =
c(1:length(levels(a$factor))),xpd=TRUE, legend=levels(aSfactor))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(2,3), xlab=labs[2], ylab=labs[3],
conf=0.50, label= FALSE) ##sd ellipse

legend("bottomright",inset=c(-0.6,0),pch=c(1:length(levels(aSfactor))),bty = "n",col =
c(1:length(levels(aSfactor))),xpd=TRUE, legend=levels(aSfactor))
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“{r, echo=FALSE}

print(datos.div)

“{r, echo=FALSE}

print(pairwise.adonis(datos.dist,a$factor, perm= 1000,p.adjust.m = "holm" ))

HiHH##H#Bray-Courtis (dispersion study)
“{r, echo=FALSE, fig.height = 3, fig.width = 3, fig.align = "center",warning=FALSE}

boxplot(dispersion, axes = c(1,3))

“{r, echo=FALSE}

permutest(dispersion, pairwise = T, permutations = 1000)

H#t##HEBinnary-Jaccard

“*{r, echo=FALSE,warning=FALSE}
aSfactor<-droplevels(aSfactor)
datos.dist<-vegdist(datos, method="jaccard", binary =T)

datos.div<-adonis2(datos.dist~aSfactor, permutations = 1000, method="jaccard",
strata="PLOT")

dispersion<-betadisper(datos.dist, group=aSfactor)

“*{r, echo=FALSE, fig.height = 7, fig.width = 10, fig.align = "center",warning=FALSE}

labs<- paste("Dimension", 1:4, "(", round(100*dispersionSeig / sum(dispersionSeig), 2),
II%)ll)
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par(mfrow=c(2,3), xpd = T, mar = par()Smar + ¢(0,0,0,7))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,2), xlab=labs[1], ylab=labs[2],
conf=0.50) ##tsd ellipse

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,3), xlab=labs[1], ylab=labs[3],
conf=0.50) ##tsd ellipse

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(2,3), xlab=labs[2], ylab=labs[3],
conf=0.50) ##tsd ellipse

# Si molesta la etiqueta del centroide el de abajo

#par(mfrow=c(2,3), xpd = T, mar = par()Smar + c(0,0,0,7))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,2), xlab=labs[1], ylab=labs[2],
conf=0.50, label= FALSE) ##sd ellipse

legend("bottomright",inset=c(-0.6,0),pch=c(1:length(levels(aSfactor))),bty = "n",col =
c(1:length(levels(aSfactor))),xpd=TRUE, legend=levels(a$Sfactor))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(1,3), xlab=labs[1], ylab=labs[3],
conf=0.50, label= FALSE) ##sd ellipse

legend("bottomright",inset=c(-0.6,0),pch=c(1:length(levels(aSfactor))),bty = "n",col =
c(1:length(levels(aSfactor))),xpd=TRUE, legend=levels(a$factor))

plot(dispersion, hull=FALSE, ellipse=TRUE, axes = c(2,3), xlab=labs[2], ylab=labs[3],
conf=0.50, label= FALSE) ##sd ellipse

legend("bottomright",inset=c(-0.6,0),pch=c(1:length(levels(aSfactor))),bty = "n",col =
c(1:length(levels(a$factor))),xpd=TRUE, legend=levels(aSfactor))

“{r, echo=FALSE}

print(datos.div)

*{r, echo=FALSE}

print(pairwise.adonis(datos.dist,aSfactor, perm= 10000, p.adjust.m = "holm"))
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HiHH##HBinnary-Jaccard (dispersion study)
“{r, echo=FALSE, fig.height = 3, fig.width = 3, fig.align = "center",warning=FALSE}

boxplot(dispersion, axes = c(1,3), las=1)

“{r, echo=FALSE}

permutest(dispersion, permutations = 10000, pairwise = T)

<!--- Médulo 4: Estudio de los filos mas abundantes. Esta configurado para seleccionar
los 5 mayoritarios y juntar el resto en filos minoritarios. Los archivos necesarios son la tabla de
filos y el “mapping file”-->

H###Most abundant phyla study

“{r, echo=FALSE}
setwd(directory)

data<- read.table("phyla.txt", sep = "\t", header = TRUE, row.names = 1, check.names

Numero de muestras: 'r ncol(data)’

Numero de filos identificados: 'r nrow(data)
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“{r, echo=FALSE}

data2<-data

data2<-as.matrix(data2)

ft<-prop.table(data2, 2)*100

tft<-t(ft)

orden<-order(apply(tft, 2, sum)/100, decreasing = T)
datos<-tft[,orden]

data_filtrado2<-datos[,1:5]
Minor_phyla<-100-apply(data_filtrado2, 1, sum)

data_filtradol<-data.frame(data_filtrado2,Minor_phyla)

data_filtrado<-data_filtrado1

data_filtrado[data_filtrado<0] <-0

H###Boxplots

<!--- Importante: El script precisa una abundancia minima en cada comparacion por
pares para realizar el estadistico (al menos una secuencia por par comparado). En caso de no
haber esa abundancia minima saltara error y habra que modificar el script por lo que te diga el
programa-->

“{r, echo=FALSE , fig.width=15, fig.height=10, warning=FALSE}
md1variable<- chind(row.names(md1),as.character(mdi[[var]]))
md1lvariable<-"colnames<-‘(md1ivariable, c("muestra"”, "factor"))
md1lvariable<- as.data.frame(mdlvariable)
md1variable<-‘row.names<-'(md1lvariable, mdlvariableSmuestra)

md1lvariable[,1]<-NULL
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a<-merge(data_filtrado,md1variable,by=0)

aSRow.names<-NULL
if (ordenados=="Si"){
aSfactor<- factor(aSfactor, levels = niveles)

}

df.m <- melt(a, id.var = "factor")

b<-colnames(a[,1:6])

ajustando<-lapply(a[,b], function(x) pairwise.wilcox.test(x , g=aSfactor,
p.adjust.method = "bonf")Sp.value)

ajuste<-na.omit(unlist(ajustando, use.names=FALSE))

df.mSfactor<-factor(df.mSfactor)

anno_df2 = compare_means(value ~ factor, group.by = "variable", data = df.m, method
= "wilcox.test", p.adjust.method= "bonferroni") %>% mutate(y_pos = rep(seq(130, 100, by = -
(20/nrow(combinations(length(levels(df.mS$factor)),2))))[1:nrow(combinations(length(levels(df
.mSfactor)),2))],length(levels(df.mSvariable))))

#Posible error si ninguna deteccion cambiar el 1:19 al numero que corresponda

#anno_df2 = compare_means(value ~ factor, group.by = "variable", data = df.m,
method = "wilcox.test", p.adjust.method= "bonferroni") %>% mutate(y_pos = rep(seq(130, 50,
by = -(80/nrow(combinations(length(levels(df.mS$factor)),2))))[1:84]))

anno_df25p.adj<-round(ajuste, digits = 4)

gr <- anno_df2S$p.adj <= 0.051
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anno_df2Sp.adj2 <- cut(anno_df2Sp.adj, breaks=c(-1, 0.001, 0.01, 0.05, 1),
IabeIS:C("***", ll**ll, u*n’ nnsn))

p <- ggplot(data = df.m, aes(x=factor, y=value))
p <- p + geom_boxplot(aes(fill = factor), size=0.5)

p <- p + geom_point(aes(y=value, group=factor), position =
position_dodge(width=0.75))

p <- p + facet_wrap( ~ variable, scales="free", nrow = 1)

p <- p +xlab("") + ylab("") + ggtitle("")

p <- p + guides(fill=guide_legend(title="Legend"))

p <- p + scale_fill_viridis(discrete = TRUE)

p <- p +ylim (0,135)

#p <- p + theme(axis.title.y = element_text(size = rel(1.8), angle = 90))
#p <- p + theme(axis.title.x = element_text(size = rel(1.8), angle = 00))

p <- p + theme (axis.text = element_text(size = 00, angle = 45, hjust = 1), axis.text.y =
element_text(size = 15,angle = 00), title = element_text(face = "italic"), plot.margin =
unit(c(0,0,0,0),"cm"))

p <- p + stat_compare_means(aes(group = factor),label.y = 135)

if (any(gr==TRUE)){

p <- p + geom_signif(data=anno_df2[gr,],aes(xmin=group1,hide.ns= TRUE
,Xmax=group2, annotations=p.adj2, y_position=y_pos), manual=TRUE)

}

“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}
Factor<-c()
Filo<-c()

Frec.detec<-c()
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Min<-c()
Mediana<-c()
Ql<-c()
Q3<-¢()

Max<-c()

for (i in unique (aSfactor)){
var_i<-subset(a, factor ==)
ncol(var_i)
for (lin 1: (ncol(var_i)-1)) {
Factor_temp<-c(i)
Filo_temp<-colnames(var_i)[l]

Frec.detec_temp<-pasteO(sum(var_i[,I]>0) ,"
(",round(100*(sum(var_i[,1]>0))/nrow(var_i), 2)," [%)", "")

Min_temp<-round(summary(var_i[,1])[1],2)
Mediana_temp<-round(summary(var_i[,1])[3],2)
Q1_temp<-round(summary(var_i[,1])[2],2)
Q3_temp<-round(summary(var_i[,1])[5],2)
Max_temp<-round(summary(var_i[,|])[6],2)
Factor<-c(Factor,Factor_temp)
Filo<-c(Filo,Filo_temp)
Frec.detec<-c(Frec.detec,Frec.detec_temp)
Min<-c(Min,Min_temp)
Mediana<-c(Mediana,Mediana_temp)
Ql1<-c(Q1,Q1_temp)

Q3<-c(Q3,Q3_temp)

Max<-c(Max,Max_temp)
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}
tablaguay<-cbind(Factor,Filo,Frec.detec,Min,Mediana,Q1,Q3,Max)
tablaguay<-as.data.frame(tablaguay)

levels(tablaguaySMin) <- c(levels(tablaguaySMin), "<0.01")
levels(tablaguay$Mediana)<-c(levels(tablaguaySMediana),"<0.01")
levels(tablaguay$Q1)<-c(levels(tablaguay$Q1),"<0.01")
levels(tablaguay$Q3)<-c(levels(tablaguay$Q3),"<0.01")

levels(tablaguay$Max)<-c(levels(tablaguay$Max),"<0.01")

tablaguay[tablaguay == "0"] <- "<0.01"

tablaguaySmedianlQR<-paste(tablaguaySMediana," (", tablaguaysQl, "-",
tablaguay$Q3,")", sep="")

kable(‘row.names<-'(tablaguay,NULL))

tabla2<-as.character(unique(tablaguaySFilo))

nombre<- c("Filo")

for (i in levels(tablaguaySFactor)) {
tabla_temp<-tablaguaySFactor==i
tabla_temp2<-tablaguay[tabla_temp,]
Frec.detec_temp<-as.character(tabla_temp2SFrec.detec)
mediana_tempo<-tabla_temp2SmedianIQR

nom1l<-paste("frec.detec_", i, sep="")
nom2<-paste("medianIQR_", i, sep = "")
nombre<-c(nombre,nom1,nom2)
tabla2<-cbind(tabla2,Frec.detec_temp,mediana_tempo )

}

tabla_filos<-'colnames<-'(tabla2, nombre)
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HHt#H#H Test estadisticos

#i### 1er Kruskal-Wallis
“{r, echo=FALSE, warning=FALSE}

b<-colnames(a[,1:6])

resultados<-lapply(a[,b], function(x) kruskal.test(x , g=aSfactor, p.adjust.method =
“bonf“))

resultados2<-lapply(a[,b], function(x) pairwise.wilcox.test(x , g=aSfactor,
p.adjust.method = "bonf"))

H#resultados

HitH##H 2er Wilcoxon rank sum test
“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}

#resultados2

#it#tHeatmap

“{r, echo=FALSE , fig.width=15, fig.height=10, warning=FALSE}

aSfactor<-droplevels(aSfactor)

cols <- ¢("pink1", "brown","palegreen4","violet", "mediumpurplel"”, "slatebluel",

"purple”, "purple3","turquoise2", "skyblue", "steelblue", "blue2", "navyblue", "orange",

"tomato", "coral2", "palevioletred", "violetred", "red2","springgreen2", "yellowgreen",
"wheat2", "tan", "tan2", "tan3","grey70", "grey50", "grey30")

myvar <- aSfactor
legend.col <- cols[1:length(levels(myvar))]

names(legend.col) <- levels(myvar)
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myRowsSideColors <- cols[as.numeric(myvar)]

## agrupamos muestras a parte

hr <- hclust(dist(data_filtrado), method="complete")

## pintamos heatmap

p<-heatmap.2(as.matrix(data_filtrado), Rowv=as.dendrogram(hr), cexCol=1.2,
cexRow=0.7, col="terrain.colors", trace="none", dendrogram="row", Colv=FALSE,
RowsSideColors=myRowsSideColors, lhei=c(3, 8), margins=c(10, 20), xlab="Phyla",
ylab="Samples", key.xlab="Relative abundance (%)")

legend("topright", legend=names(legend.col), fill=legend.col)

###Venn diagram (Genus presented in 80% of the samples, in at least one cohort, with
3 minimum different relative abundance limits).

<pre>

0.01% 0.1% 1%

</pre>

“*{r, echo=FALSE, fig.height = 7, fig.width = 15, fig.align = "center",warning=FALSE}

par(mfrow=c(1,3))

a<-merge(datos,mdivariable,by=0)

aSRow.names<-NULL

aSfactor<-droplevels(aSfactor)

if (length(levels(aSfactor)) < 8){

unidas001<-list()
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unidas01<-list()

unidasi1<-list()

for (i in unique (aSfactor)){
var_i<-subset(a, factor ==)
var_i <- subset( var_i, select = -factor)

unidas001[[i]]<-apply(var_i, MARGIN=2, FUN=function(x)
if((100*length(which(x>0.01))/nrow(var_i))>=80) return(TRUE) else return(FALSE))

unidas01[[i]]<-apply(var_i, MARGIN=2, FUN=function(x)
if((100*length(which(x>0.1))/nrow(var_i))>=80) return(TRUE) else return(FALSE))

unidasl[[i]]<-apply(var_i, MARGIN=2, FUN=function(x)
if((100*length(which(x>1))/nrow(var_i))>=80) return(TRUE) else return(FALSE))

}

unidas001 <- data.frame(unidas001)
unidas01 <- data.frame(unidas01)

unidasl <- data.frame(unidasl)

venn(unidas001, zcolor = "style", cexil = 3, cexsn = 3)
venn(unidas01, zcolor = "style", cexil = 3, cexsn = 3)

venn(unidasl, zcolor = "style", cexil = 3, cexsn = 3)

vector001 <- apply(unidas001, 1, any)
vectorO1 <- apply(unidas01, 1, any)

vectorl <- apply(unidasi, 1, any)

print(unidas001 <- unidas001[vector001,])
print(unidas01 <- unidas01[vector01,])

print(unidasl <- unidas1[vectori,])

}else {

print ("Variable no apta para el venn (¢ Muchos factores?)")
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<l--- Médulo 4: Estudio de los géneros mas abundantes. Esta configurado para
seleccionar los 19 mayoritarios y juntar el resto en géneros minoritarios. Precisa de la tabla de
géneros y el “mapping file”-->

###Most abundant genera study

“{r, echo=FALSE}
setwd(directory)

data<- read.table("genera.txt", sep = "\t", header = TRUE, row.names = 1, check.names

Number of genera detected: ‘r nrow(data)’

“{r, echo=FALSE}

data2<-data

data2<-as.matrix(data2)

ft<-prop.table(data2, 2)*100

tft<-t(ft)

orden<-order(apply(tft, 2, sum)/100, decreasing = T)

datos<-tft[,orden]
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data_filtrado2<-datos[,1:19]
Minor_genera<-100-apply(data_filtrado2, 1, sum)

data_filtradol<-data.frame(data_filtrado2,Minor_genera)

data_filtrado<-data_filtrado1

data_filtrado[data_filtrado<0] <-0

H###Boxplots

<!--- Importante: El script precisa una abundancia minima en cada comparacion por
pares para realizar el estadistico (al menos una secuencia por par comparado). En caso de no
haber esa abundancia minima saltara error y habra que modificar el script por lo que te diga el
programa-->

“{r, echo=FALSE , fig.width=25, fig.height=10, warning=FALSE}
md1variable<- cbind(row.names(md1),as.character(md1[[var]]))
md1lvariable<-"colnames<-‘(md1ivariable, c("muestra"”, "factor"))
md1lvariable<- as.data.frame(md1variable)
md1variable<-‘row.names<-'(md1lvariable, mdlvariableSmuestra)

md1variable[,1]<-NULL

a<-merge(data_filtrado,md1variable,by=0)

aSRow.names<-NULL
if (ordenados=="Si"){
aSfactor<- factor(aSfactor, levels = niveles)

}

df.m <- melt(a, id.var = "factor")
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b<-colnames(a[,1:20])

ajustando<-lapply(a[,b], function(x) pairwise.wilcox.test(x , g=aSfactor,
p.adjust.method = "bonf")Sp.value)

ajuste<-na.omit(unlist(ajustando, use.names=FALSE))

df.mSfactor<-factor(df.mSfactor)

anno_df2 = compare_means(value ~ factor, group.by = "variable", data = df.m, method
= "wilcox.test", p.adjust.method= "bonferroni") %>% mutate(y_pos = rep(seq(130, 50, by = -
(80/nrow(combinations(length(levels(df.mS$factor)),2))))[1:nrow(combinations(length(levels(df
.mSfactor)),2))],length(levels(df.mSvariable))))

#Posible error si ninguna deteccion cambiar el 1: 287 al numero que corresponda

#anno_df2 = compare_means(value ~ factor, group.by = "variable", data = df.m,
method = "wilcox.test", p.adjust.method= "bonferroni") %>% mutate(y_pos = rep(seq(130, 50,
by = -(80/nrow(combinations(length(levels(df.mS$factor)),2))))[1:287]))

anno_df2Sp.adj<-round(ajuste, digits = 4)
gr <- anno_df2$p.adj <= 0.051
anno_df2Sp.adjlanno_df2$p.adj<0.0001]<-0.0001

anno_df2Sp.adj2 <- cut(anno_df2Sp.adj, breaks=c(-1, 0.001, 0.01, 0.05, 1),
IabeIS:C("***", ll**ll, u*n’ nnsn))

p <- ggplot(data = df.m, aes(x=factor, y=value))
p <- p + geom_boxplot(aes(fill = factor), size=0.5)

p <- p + geom_point(aes(y=value, group=factor), position =
position_dodge(width=0.75))

p <- p + facet_wrap( ~ variable, scales="free", nrow = 4)

p <- p +xlab("") + ylab("") + ggtitle("")
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p <- p + guides(fill=guide_legend(title="Legend"))

p <- p + scale_fill_viridis(discrete = TRUE)

p <- p +ylim (0,150)

#p <- p + theme(axis.title.y = element_text(size = rel(1.8), angle = 90))
#p <- p + theme(axis.title.x = element_text(size = rel(1.8), angle = 00))

p <- p + theme (axis.text = element_text(size = 00, angle = 45, hjust = 1), axis.text.y =
element_text(size = 15,angle = 00), title = element_text(face = "italic"), plot.margin =
unit(c(0,0,0,0),"cm"))

p <- p + stat_compare_means(aes(group = factor),label.y = 150)

if (any(gr==TRUE)){

p <- p + geom_signif(data=anno_df2[gr,],aes(xmin=group1,hide.ns= TRUE
,Xmax=group2, annotations=p.adj2, y_position=y_pos), manual=TRUE)

}

“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}
Factor<-c()

Genero<-c()

Frec.detec<-c()

Min<-c()

Mediana<-c()

Ql<-c()

Q3<-c()

Max<-c()
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for (i in unique (aSfactor)){
var_i<-subset(a, factor ==)
ncol(var_i)
for (lin 1: (ncol(var_i)-1)) {
Factor_temp<-c(i)
Genero_temp<-colnames(var_i)[l]

Frec.detec_temp<-pasteO(sum(var_i[,I]>0) ,"
(",round(100*(sum(var_i[,1]>0))/nrow(var_i), 2)," [%)", "")

Min_temp<-round(summary(var_i[,1])[1],2)
Mediana_temp<-round(summary(var_i[,1])[3],2)
Q1_temp<-round(summary(var_i[,1])[2],2)
Q3_temp<-round(summary(var_i[,1])[5],2)
Max_temp<-round(summary(var_i[,|])[6],2)
Factor<-c(Factor,Factor_temp)
Genero<-c(Genero,Genero_temp)
Frec.detec<-c(Frec.detec,Frec.detec_temp)
Min<-c(Min,Min_temp)
Mediana<-c(Mediana,Mediana_temp)
Ql1<-c(Q1,Q1_temp)
Q3<-c(Q3,Q3_temp)
Max<-c(Max,Max_temp)
}
}

tablaguay<-cbind(Factor,Genero,Frec.detec,Min,Mediana,Q1,Q3,Max)
tablaguay<-as.data.frame(tablaguay)

levels(tablaguaySMin) <- c(levels(tablaguaySMin), "<0.01")
levels(tablaguay$Mediana)<-c(levels(tablaguaySMediana),"<0.01")
levels(tablaguay$Q1)<-c(levels(tablaguay$Q1),"<0.01")
levels(tablaguay$Q3)<-c(levels(tablaguay$Q3),"<0.01")

levels(tablaguay$Max)<-c(levels(tablaguay$Max),"<0.01")
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tablaguay[tablaguay == "0"] <- "<0.01"

tablaguaySmedianlQR<-paste(tablaguaySMediana," (", tablaguaysQ1, "-",
tablaguay$Q3,")", sep="")

kable(‘row.names<-'(tablaguay,NULL))

tabla2<-as.character(unique(tablaguay$Genero))
nombre<- c("generos")

for (i in levels(tablaguaySFactor)) {
tabla_temp<-tablaguaySFactor==i
tabla_temp2<-tablaguay[tabla_temp,]
Frec.detec_temp<-as.character(tabla_temp2SFrec.detec)
mediana_tempo<-tabla_temp2SmedianlQR

noml<-paste("frec.detec_", i, sep="")
nom2<-paste("medianIQR_", i, sep ="")
nombre<-c(nombre,nom1,nomz2)
tabla2<-cbind(tabla2,Frec.detec_temp,mediana_tempo )

}

tabla_generos<-"colnames<-'(tabla2, nombre)

#ittH# Test estadisticos

Hit###H 1er Kruskal-Wallis

“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}

b<-colnames(a[,1:20])
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resultados<-lapply(a[,b], function(x) kruskal.test(x , g=aSfactor, p.adjust.method =
Ilbonfll))

resultados2<-lapply(a[,b], function(x) pairwise.wilcox.test(x , g=aSfactor,
p.adjust.method = "bonf"))

H#resultados

H#ittt 2er Wilcoxon rank sum test
“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}

H#resultados2

H#H#H#Heatmap

“{r, echo=FALSE , fig.width=15, fig.height=10, warning=FALSE}
aSfactor<-droplevels(aSfactor)

cols <- c("pink1", "brown","palegreend","violet", "mediumpurplel", "slatebluel",

"purple”, "purple3","turquoise2", "skyblue", "steelblue", "blue2", "navyblue", "orange",

"tomato", "coral2", "palevioletred", "violetred", "red2","springgreen2", "yellowgreen",
"wheat2", "tan", "tan2", "tan3","grey70", "grey50", "grey30")

myvar <- as.factor(aSfactor)
legend.col <- cols[1:length(levels(myvar))]
names(legend.col) <- levels(myvar)

myRowsSideColors <- cols[as.numeric(myvar)]

## agrupamos muestras a parte

hr <- hclust(dist(data_filtrado), method="complete")

## pintamos heatmap
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p<-heatmap.2(as.matrix(data_filtrado), Rowv=as.dendrogram(hr), cexCol=1,
cexRow=0.7, col="terrain.colors", trace="none", dendrogram="row", Colv=FALSE,
RowSideColors=myRowsSideColors, lhei=c(3, 8), margins=c(10, 20), xlab="Genera",
ylab="Samples", key.xlab="Relative abundance (%)")

legend("topright", legend=names(legend.col), fill=legend.col)

“{r, echo=FALSE, fig.height = 7, fig.width = 15, fig.align = "center",warning=FALSE,
error=TRUE}

Min<-c()

aSfactor<-droplevels(aSfactor)

for (i in unique (aSfactor)){
var_i<-subset(a, factor ==)
var_iSfactor<-NULL
Min_temp<-nrow(var_i)
Min<-c(Min,Min_temp)

}

Min2<-min(Min)-1

if (Min2>20){

Min2<-19

generos2<-colnames(data_filtrado[,1:Min2])
colnames(filo_genero)<-c("Filos", "generos")
filo_generoSMatch <- as.integer(filo_generoSgeneros %in% generos2)

bb<-with(filo_genero, which(Match ==TRUE))

filo_genero2<-filo_genero[bb,]
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grupo_filo<-filo_genero2[match(generos2, filo_genero2$generos),]

grupo_filoSFilos<-droplevels(grupo_filoSFilos)

for (i in unique (aSfactor)){
print(i)
var_i<-subset(a, factor ==)
var_iSfactor<-NULL
correlacion <- var_i[ ,1:Min2] # Select only variables
corMat <- cor_auto(correlacion)

ggraph(corMat, graph = "glasso", layout = "spring", edge.labels = F, tuning = 0.25,
sampleSize = nrow(correlacion), nodeNames = colnames(correlacion), groups =
grupo_filoSFilos, legend.cex = 0.3, palette = "pastel")

}

###Diagrama de Venn (Abundancia minima requerida en el 80% de las muestras)
<pre>

0.01% 0.1% 1%

</pre>
“*{r, echo=FALSE, fig.height = 7, fig.width = 15, fig.align = "center",warning=FALSE}

par(mfrow=c(1,3))

a<-merge(datos,mdlvariable,by=0)
aSRow.names<-NULL
aSfactor<-droplevels(aSfactor)

if (length(levels(aSfactor)) < 8){
unidas001<-list()

unidas01<-list()

unidasi1<-list()

for (i in unique (aSfactor)){
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var_i<-subset(a, factor ==)
var_i <- subset( var_i, select = -factor)

unidas001[[i]]<-apply(var_i, MARGIN=2, FUN=function(x)
if((100*length(which(x>0.01))/nrow(var_i))>=80) return(TRUE) else return(FALSE))

unidas01[[i]]<-apply(var_i, MARGIN=2, FUN=function(x)
if((100*length(which(x>0.1))/nrow(var_i))>=80) return(TRUE) else return(FALSE))

unidasl[[i]]<-apply(var_i, MARGIN=2, FUN=function(x)
if((100*length(which(x>1))/nrow(var_i))>=80) return(TRUE) else return(FALSE))

}

unidas001 <- data.frame(unidas001)
unidas01 <- data.frame(unidas01)

unidasl <- data.frame(unidas1)

venn(unidas001, zcolor = "style", cexil = 3, cexsn = 3)
venn(unidas01, zcolor = "style", cexil = 3, cexsn = 3)

venn(unidasl, zcolor = "style", cexil = 3, cexsn = 3)

vector001 <- apply(unidas001, 1, any)
vector01 <- apply(unidas01, 1, any)

vectorl <- apply(unidasl, 1, any)

print(unidas001 <- unidas001[vector001,])
print(unidas01 <- unidas01[vector01,])

print(unidasl <- unidasl[vectorl,])

}else {

print ("Variable no apta para el venn (¢ Muchos factores?)")

}
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<!l--- Médulo 6: Utilizando la informacidn adquirida en los mddulos 4 y 5 procesa la
informacién y prepara una tabla resumen de los resultado obtenidos. Precisa los médulos
anteriores y la tabla de los géneros con los filos-->

“*{r, echo=FALSE, warning=FALSE}

generos2<-colnames(data_filtrado)

colnames(filo_genero)<-c("Filos", "generos")

filo_generoSMatch <- as.integer(filo_generoSgeneros %in% generos2)
bb<-with(filo_genero, which(Match ==TRUE))
filo_genero2<-filo_genero[bb,]
grupo_filo<-filo_genero2[match(generos2, filo_genero2$generos),]
grupo_filoSFilos<-droplevels(grupo_filoSFilos)
grupo_filo<-grupo_filo[,1:2]

b<-data.frame(levels(grupo_filoSFilos), levels(grupo_filoSFilos))

b<-"colnames<-'(b,colnames(grupo_filo))

grupo_filo<-rbind(grupo_filo,b)[,1:2]

HEHEHH AR

tablafinal<-rbind(tabla_filos, tabla_generos)

unidos3<-merge(grupo_filo,tablafinal,by.x="generos",by.y="Filo", all =T)

kable(‘row.names<-"(unidos3,NULL))

<l >
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Al terminar de ejecutar el programa se puede ejecutar este comando para preparar
los diagramas de barras apiladas a nivel de género. Es posible que sea necesario
incorporar géneros nuevos a la lista que hemos incluido, en tal caso se procede
en la lista colores con el color correspondiente en formado HEX entre comillas y

separados por una coma y el género en la lista bichos de igual manera.

#Modulo extra: Este médulo se ejecuta en R. Son complementos que ayudan a la
visualizacidn de los resultados. Entre otras funciones tenemos los diagramas de barras apilados
por factor y graficos de correlaciones

#Barplot Generos

#Lista de bichos de filos y generos mas abundantes, lo ideal es ir ampliando y/o actualizando
colores

mycolors<-
c("#FBB4AE","#B3CDE3","#CCEBC5","#DECBE4","#FED9AG","#FFFFCC","#E5D8BD","#FDDAEC",
"HF2F2F2","HE4A1A1C","#377EB8","#4DAF4A","#I984EA3" "#FF7F00","#91cc78","#248f49","#5e
74a6","#FFFF33","#A65628","#F781BF","#e8db92","#999999","#A6CEE3","#1F78B4","#999095
" "#8fbfb7","#FB9A99","#CC79A7","#FDBF6F","#FF7F00","#CAB2D6","#32a8a6","#32a8a6","#3
240a8","#6349a6","#8c80ab","#b09a68","#853072","#8a3f2f","#2c8238","#389447","#b844b0
" "#64a3a2","#2f4037","Hdaebe2","#Hfae6e3","#d9aa77", "Hced16f","#a2cc68","#5eb55c","#5cb
5b5","#5377a6","#41437a","#851e63","#54511d","#5b8549","#d1d8f0","#edecbe","#f0efdd",
"#70533f","#7d3d11","#320f59","#6b4794","#9c3892","#49857d","#5b8781","#302d5¢","#28
lebd","#b81d2d","#d4aebl","#c91c2a","#f57d87","#f5f783","#737509","#db620b")

bichos<-
c("Helicobacter","Escherichia","Streptococcus","Lactobacillus","Fusobacterium","Prevotella","L
actococcus","Pseudomonas","Clostridium","Veillonella","Methylobacterium","Alloprevotella",
"Leptotrichia","Chryseobacterium","Staphylococcus","Citrobacter","Haemophilus","Selenomo
nas","Campylobacter","Bacteroides","Treponema","Sphingomonas","Minor_genera","Género
no clasificado","Filo no
clasificado","Minor_phyla","Bacteroidetes","Proteobacteria","Firmicutes","Epsilonbacteraeota
" "Actinobacteria","Dubosiella","Pedobacter","Akkermansia","Faecalibacterium","Sphingobiu
m","Rothia","Corynebacterium","Herbaspirillum","Acinetobacter"," Atopostipes","Sediminibact
erium","Megasphaera","Virgibacillus","Novosphingobium","Rhodanobacter","Porphyromonas
" "Alkalibacterium","Granulicatella","Enterococcus","Neisseria","Gemella","Actinomyces","Mic
rococcus"”,"Tannerella","Brachybacterium","Sarcina","Actinobacillus","Brevundimonas","Serrat
ia","Thermus","Cutibacterium","Gordonia","Tsukamurella","Enhydrobacter","Burkholderia","B
acillus","Pannonibacter","Haematomicrobium","Ochrobactrum")

#Relacionamos los colores con los microorganismos
colores <-mycolors[1:70]
lista_colores_bichos<-cbind(bichos, colores)
lista_colores_bichos<-as.data.frame(lista_colores_bichos)
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#Lo ideal es que los Unclassified aparezcan al final. Los buscamos y marcamos posiciénposicio
en levels(df.mSvariable)[-2]

levels(df.mSvariable)

recolocar<-levels(df.mS$variable)[-2]

recolocar2<-c(recolocar,"Género no clasificado")

df. mS$variable<-factor(df.mSvariable, levels = recolocar2)

#Definimos titulos de columnas y orden de aparicion en el boxplot
df.m<-"colnames<-(df.m, c("factor", "Generos", "Abundancia_relativa"))
df.m$SGeneros<-forcats::fct_rev(df.mSGeneros)

levels(df.mSGeneros)

#Ordenarmos la lista de géneros y filos con la lista de objetivos
lista_colores_bichos<-lista_colores_bichos[order(match(lista_colores_bichosSbichos,
levels(df.mSGeneros))),]

#Pintamos el diagrama de barras apilado

geplot(df.m, aes(fill=Generos, y=Abundancia_relativa, x=factor)) + geom_bar(stat =
"identity",position = position_fill(reverse=F)) +scale_fill_manual(values=
as.vector(lista_colores_bichosScolores[c(1:21)]))

#Grafico de correlaciones de los géneros

#Necesita la libreria "corrplot" instalada
library("corrplot")

#Preparamos la funcion para los p-valores

cor.mtest <- function(mat, ...) {
mat <- as.matrix(mat)
n <- ncol(mat)
p.mat<- matrix(NA, n, n)
diag(p.mat) <-0
for (iin 1:(n - 1)) {
for (jin (i + 1):n) {
tmp <- cor.test(mat][, i], mat[, j], ...)
p.matli, j] <- p.mat[j, i] <- tmpSp.value
}
}

colnames(p.mat) <- rownames(p.mat) <- colnames(mat)
p.mat

}

#Grafico correlaciones

para_cor<- cor(a[,1:20],y=NULL,use="pairwise.complete.obs" ,"spearman")
corrplot.mixed(para_cor, upper = "ellipse",tl.pos ="It",tl.cex=1,number.cex=0.8,
order="hclust",addrect = 3)

#Grafico correlaciones y p-valores
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p.mat <- cor.mtest(a[,1:20])
cors<-cor(a[,1:20])
corrplot.mixed(cors, tl.pos = "It", order="hclust", diag = "I", upper = "ellipse", number.cex =

0.6, p.mat = p.mat, sig.level = 0.05, insig = "blank")
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