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Resumen

1. RESUMEN

Introduccion

H. pylori es una bacteria Gram negativa con forma de espiral, que coloniza el
estdbmago humano de aproximadamente 50% de la poblacién mundial. La infeccién
por H. pylori esta estrechamente asociada con la aparicién de gastritis cronica,
Ulcera péptica, y el desarrollo de cancer gastrico.

La colonizacion estable de H. pylori en el estbmago sugiere que otras bacterias
también pueden haber sido capaces de adaptarse al entorno acido del estémago.
Las nuevas tecnologias de secuenciacion de ADN nos permiten entender mejor la
composicion de nuestro microbioma.

El objetivo principal de este estudio es caracterizar y comparar la microbiota

gastrica e intestinal en pacientes pediatricos infectados o no por H. pylori.

Métodos

Se estudiaron 51 niflos que fueron sometidos a endoscopia digestiva alta debido a
sintomas dispépticos (18 H. pylori positivos y 33 negativos).

Se obtuvieron biopsias gastricas y un exudado rectal. En las biopsias gastricas se
realizaron los siguientes métodos: test rapido de ureasa, cultivo, examen
histologico y qPCR (16S ARNr especifico de H. pylori). Se realiz6é una PCR a tiempo
real para determinar la concentracién de bacterias totales en ambos tipos de
muestras. Por otra parte, se prepar6 una libreria de amplicones a partir de cada
muestra y se estudi6 el microbioma gastrico e intestinal mediante secuenciacién

de alto rendimiento de la regiéon V4 del gen 16S ARNr.



Resumen

La diversidad alfa y beta se estudiaron mediante el software QIIME, las
asignaciones taxondmicas se realizaron con la Ribosomal Database Project (RDP) y

los algoritmos LEfSe y PICRUSt se realizaron con la plataforma online Galaxy.

Resultados

La realizacion de la PCR cuantitativa de bacterias totales revel6 que la densidad
bacteriana en las muestras gastricas es mayor en el grupo de pacientes infectados
por H. pylori.

Por otra parte, se observd que los pacientes H. pylori positivos se asociaron con
bajo indice de masa corporal (IMC)(p=0.049).

En cuanto a la microbiota gastrica, las muestras de pacientes positivos para H.
pylori fueron menos diversas que las muestras de pacientes negativos segin el
estudio de la diversidad alfa y estos grupos de pacientes estaban separados de
acuerdo a la diversidad beta. El analisis taxonémico confirmé que los pacientes
positivos para H. pylori tenian una mayor abundancia relativa del género
Helicobacter (53,6%) en comparacion con los pacientes negativos para H. pylori
(0,6%). Cuatro filos (Proteobacteria, bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria)
representaron mas del 97% de toda las secuencias en ambos grupos.

Teniendo en cuenta la microbiota intestinal, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la diversidad alfa y beta respecto al estado de H. pylori. El analisis
taxonomico revelé que no habia secuencias de H. pylori en el grupo de pacientes
positivos para H. pylori ni en el grupo de los negativos. Los filos mas abundante en
la composiciéon de las comunidades intestinales eran principalmente Firmicutes,

seguido de Bacteroidetes.
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Conclusiones

La densidad bacteriana cuantificada mediante la PCR a tiempo real demuestra que
hay un mayor ndmero de bacterias en las biopsias gastricas de los pacientes
positivos para H. pylori que en los pacientes negativos.

Los pacientes positivos para H. pylori se asociaron con un menor Indice de Masa
Corporal (IMC).

En cuanto a la microbiota gastrica de los nifios incluidos en este estudio, se
observa que cuando H. pylori estd presente, este microorganismo domina la
comunidad microbiana. Por otra parte, segtn el estudio de la beta diversidad las
comunidades gastricas se separan de acuerdo con el estado de H. pylori debido a la
composicion similar de los pacientes positivos entre si y de los negativos entre si.
Los filos mas abundantes en la microbiota gastrica fueron Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y en la microbiota intestinal destacan

principalmente como filos mayoritarios, Firmicutes y Bacteroidetes.
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2. SUMMARY

Title: “Gut and gastric microbiota characteristics in relation to Helicobacter pylori

status in a pediatric population “

Introduction

H. pylori is a microaerobic, Gram negative spiral bacterium that colonizes the
human stomach of approximately 50% of the world’s population. H. pylori
infection is closely associated with chronic gastritis, peptic ulcer disease, and
development of gastric cancer.

H. pylori usually do not cause clinical problems in the paediatric population, and
only a small proportion of children develop nonspecific symptoms such as
vomiting, nausea, loss of weight, haematemesis, decreased appetite, etc. that may
be associated with H. pylori infection. Nevertheless, infection with this bacteria is
recognized as a cause of gastritis and peptic ulcer disease in children.

The stable colonization of H. pylori in the stomach suggests that other bacteria may
also have been able to adapt to the acidic environment of the stomach.
Traditionally, microbiota study was performed using culture techniques, although
the bacteria that can be grown are only a small fraction of the total number of
bacteria present. Nowadays, new DNA sequencing technologies allow us to better
understand the composition of our microbiome.

The main goal of this study is to compare the gastric and intestinal microbiota in

pediatric patients infected or not by H. pylori.
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Methods

We studied 51 children that underwent gastric endoscopy due to dyspeptic
symptoms (18 H. pylori positive and 33 negative). Mean age of this patients was
11.1 years (range:1-17).

Gastric biopsies and rectal swabs were obtained. In gastric biopsies the following
methods were performed: Rapid Urease Test, culture (blood and pylori agar
plates), histological exam and qPCR (specific 16S H. pylori rRNA in
LightCycler®480). DNA was extracted from biopsy using UltraClean Tissue & Cells
DNA Isolation Kit (MoBio) and from rectal swab by using PowerLyzerTM
PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio). Afterwards, real time PCR was performed to
determine total bacteria concentration in both gastric biopsies and rectal exudates.
On the other hand, a library was prepared from each specimen and gastric and
intestinal microbiome were studied by V4-16S rRNA high-throughput sequencing
using the MISeq Illumina platform.

Alfa and beta diversity was studied by QIIME software, taxonomic assignments
were performed with the Ribosomal Database Project classifier (RDP classifier)
and LEfSe and PICRUSt algorithms were performed with the online interface

Galaxy.

Results

Real time PCR specific for H. pylori is a good method for the diagnosis of this
microorganism. The cut-off was established with the highest sensitivity and
specificity, this being 35 cycles.

Performing quantitative PCR of total bacteria revealed that the bacterial density in

gastric samples is greater in the group of H. pylori infected patients. Moreover, it
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was also determined that the bacterial concentration of gastric biopsies was much
lower than in rectal swabs.

It was interesting to observe that H. pylori-positive patients were associated with
low Body Mass Index (BMI). In the group of underweight patients (BMI values
<18.5) there were 46.1% of H. pylori-positive patients compared with 24% in the
non-underweight group (p=0.049).

Regarding gastric microbiota, H. pylori-positive specimens were less diverse than
negative specimens according to alpha diversity and they were clearly separate
according to beta diversity. Taxonomic analysis confirmed that H. pylori-positive
subjects had a higher relative abundance of Helicobacter genus (53.6%) when
compared with H. pylori-negative subjects (0.6%). Four phyla (Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria) accounted for >97% of all reads in both
groups. Proteobacteria was present in both groups but gamma- and beta-
proteobacteria were the most abundant for H. pylori-negative, whilst epsilon-
proteobacteria was for positive.

Considering intestinal microbiota, there were no statistical differences in alpha
and beta diversity regarding H. pylori status. Taxonomic analysis revealed that
there was no H. pylori sequences in the group of positive patients for H. pylori
neither in the negative ones. The most abundant phyla in the composition of
intestinal communities were mainly Firmicutes, followed by Bacteroidetes. LEfSe
analysis revealed that the group of patients positive for H. pylori were statistically

more represented by phylum Proteobacteria and genus Anaerobacter.



Summary

Conclusions

Bacterial density according to real time PCR revealed that a larger number of
bacteria is found in gastric biopsies from patients positive for H. pylori than in the
patients negative.

H. pylori positive patients were associated with a low Body Mass Index (BMI).
Referring to the gastric microbiota, it is observed that when H. pylori is present in
the gastric microbiota of children, this microorganism dominates the microbial
community. However, the remainder microorganisms of the gastric microbiota is
similar regardless of the state of H. pylori, although greater diversity in H. pylori-
negative patients is observed. Moreover, the study of beta diversity showed that
the gastric communities were separated according to H. pylori status because of
the similar composition of the positive patients to each other and the similar
composition in the negative patients.

The most abundant phyla in gastric microbiota were Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria. And in the intestinal microbiota the

main phyla were Firmicutes and Bacteroidetes.
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3. INTRODUCCION

3.1. Helicobacter pylori

3.1.1. Antecedentes historicos

Antiguamente, el estdbmago era considerado un medio estéril, de hecho se pensaba
que debido a la hiperacidez del jugo gastrico ningdn microorganismo podia
sobrevivir en estas condiciones ambientales.

En 1875, se observaron por primera vez bacilos con forma curvada en el epitelio
del estomago. Fueron dos cientificos alemanes, Bottcher y Letulle, quienes
descubrieron la bacteria en el estbmago de pacientes con ulcera gastrica, por ello
sugirieron que las ulceras gastricas podian estar causadas por este
microorganismo, sin embargo como no fueron capaces de cultivar la bacteria, la
comunidad cientifica ignoro estos resultados (1).

En 1893, el investigador italiano Bizzozero visualiz6 bacilos curvados en el
estbmago de perros y gatos, aunque estos descubrimientos no fueron asociados
con lo descrito anteriormente en humanos (2).

Salomon, en 1896, tras confirmar la presencia de bacilos curvados en el estémago
de perros y gatos, también lo hizo en el estbmago de humanos. En el mismo afio, el
profesor Walery Jaworski (3), de la Universidad Jaguel6nica en Cracovia, visualizd,
en sedimentos de lavados gastricos, microorganismos con una caracteristica forma
en espiral y los llamoé Vibrio rugula. Ademas, Jaworski, sugirié que estas bacterias
espirales podian tener un posible papel en la patogénesis de las enfermedades
gastricas. Este trabajo fue incluido en el Handbook of Gastric Diseases, pero debido
a que fue publicado en polaco, estos resultados no tuvieron gran impacto en la

comunidad cientifica.
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En 1906, Krienitz, encontré los mismos bacilos curvados en el estomago de
pacientes con cancer gastrico (4).

Doenges, a principios del siglo XX, realiz6 el primer estudio sistematico buscando
bacterias helicoidales en el estbmago humano, y public6 el primer trabajo
relacionando este microorganismo con las dlceras gastricas (5).

Sin embargo, en 1954, Palmer publicé un estudio ampliamente distribuido por la
comunidad cientifica, en el que afirmaba que en el estémago no habian bacterias, y
concluia diciendo que los descubrimientos anteriores se debian a contaminaciones
con flora microbiana de la boca (6).

Desde ese momento, se volvid a considerar que el estbmago era un medio estéril y
que ningun microorganismo podia sobrevivir en este ambiente y por lo tanto no se
podia asociar a ninguna patologia gastrica. Durante los siguientes 20 afos, se
atribuyeron las tlceras gastricas al estrés o a la comida picante (7,8).

Sin embargo, en 1975, Steer y Colin Jones, con la introducciéon del microscopio
electronico confirmaron la visualizacion de bacterias helicoidales en pacientes con
ulceras gastricas, por lo que en este momento se volvi6 a asociar la producciéon de
patologia gastrica a estas bacterias con forma de espiral (9).

En 1979, un patoélogo australiano, Robin Warren, visualizé estas bacterias, y poco
tiempo mads tarde Barry Marshall, un médico australiano, se unié a la investigacién
de estos microorganismos helicoidales. En 1981, Warren y Marshall empezaron un
estudio prospectivo en el Royal Perth Hospital, con el objetivo de cultivar esta
bacteria por primera vez. Siguieron la metodologia utilizada por Martin Skirrow
para el aislamiento y cultivo de especies del género Campylobacter, debido a la
similitud morfolégica (10). Después de numerosos intentos fallidos, la bacteria fue

finalmente aislada de la mucosa del estdbmago de un paciente y consiguieron
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observar colonias en 1982, cuando dejaron de forma no intencionada las placas de
Petri incubando durante 5 dias durante las vacaciones de Pascua.

Los autores lo identificaron como perteneciente al género Campylobacter, y lo
denominaron Campylobacter pyloridis, después Campylobacter pylori (al corregirse
la gramatica latina) (11).

En ese momento, se habia conseguido cultivar el microorganismo y demostrado
que éste vivia en el estdbmago, pero faltaba por probar que tenia un papel en la
patogénesis de la dlcera gastrica. Por ello, Barry Marshall que creia fervientemente
en la implicacién de este microorganismo en la uUlcera gastrica, decidié hacer su
experimentum crucis a los 32 afios de edad. Un dia de Julio de 1984, preparé y
bebié una infusion de unos miles de millones de Campylobacter pylori,
desarrollando una gastritis y recuperando la bacteria de su propio revestimiento
estomacal. Poco tiempo mas tarde, en 1987, Morris también ingiere la bacteria que
le ocasiona gastritis requiriendo tratamiento con un antibidtico para lograr su
erradicacién (12). De esta forma, ambos cientificos demuestran que este
microorganismo cumple los postulados de Koch.

Las diferencias morfolégicas de la nueva especie con las preexistentes, su patrén
de acidos grasos y diferencias genéticas, ponia en duda su inclusién en el género
Campylobacter. En 1989, después de la secuenciacién de la region 16S del RNA
ribosémico, se confirmé que esta bacteria no pertenecia al género Campylobacter,
lo que llevd a la propuesta del nuevo género Helicobacter (13). Se eligié
Helicobacter por la forma en que mueve sus flagelos, como hélices. El término
pylori viene del latin pylorus, y hace referencia al piloro (la apertura inferior del

estbmago que conecta el estbmago con el duodeno).
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En Espafia, el primer trabajo donde se describe el aislamiento de Helicobacter
pylori en pacientes con patologia gastroduodenal se publicé en 1985 (14).

En 1987 el gastroenterélogo Thomas Borody describié por primera vez la triple
terapia para el tratamiento de las ulceras duodenales (15).

En 1994, el Instituto Nacional de Salud, relaciona H. pylori con la dlcera péptica y
recomienda el uso de antibidticos para la erradicacién de este microorganismo
(16). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) lo clasifico
como agente carcinogénico de clase 1 basandose en evidencia epidemioldgica de
su papel en la patogénesis del cancer gastrico (17).

En 2005, ]J. Robin Warren y Barry J. Marshall fueron galardonados con el Premio
Nobel de Medicina por el descubrimiento de la bacteria Helicobacter pylori y su

papel en la gastritis y en la tlcera péptica.

3.1.2. Caracteristicas microbiologicas

El género Helicobacter pertenece a la divisiébn Proteobacteria, clase Epsilon
Proteobacteria, orden Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Hasta ahora
se han reconocido mas de 20 especies en el género.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo con forma de espiral o ligeramente
curvado. En ciertas circunstancias, H. pylori puede perder esa forma tipica de
espiral y adoptar la forma cocoide. Algunos estudios sugieren que estas formas son
estructuras viables, o de resistencia frente a condiciones ambientales adversas
(18), sin embargo otros concluyen que se trata un producto no viable de

degeneracion celular (19).
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H. pylori tiene un tamafio que oscila entre 0,5y 1 um de ancho y 2,5 y 4 um de
largo. Presenta de 4 a 8 flagelos polares envainados, de aproximadamente 3 um de
longitud. Estos flagelos son los encargados de proporcionar al microorganismo su
movilidad “en sacacorchos”. Ocasionalmente, la bacteria puede contener
bacteriéfagos.

Las colonias de H. pylori son pequefias, con un didmetro de 1 a 2 mm
aproximadamente, son trasldcidas y ligeramente brillantes.

En cuanto a las caracteristicas bioquimicas, las especies de Helicobacter son
quimiorganotrofas y tienen un metabolismo respiratorio. Son asacaroliticas (no
hay fermentacién ni oxidacion de azucares) aunque H. pylori si oxida la glucosa.
Tienen, al menos parcialmente, las vias metabélicas Entner-Doudoroff, de pentosas
fosfato, y el ciclo de acidos tricarboxilicos, pero la via del glioxilato esta ausente. No
hidrolizan la gelatina, almidon, caseina o tirosina, son rojo de metilo y Voges-
Proskauer negativos.

H. pylori tiene tres pruebas caracteristicas, muy utiles para la identificacién del

microorganismo. Son la ureasa, la catalasa y la oxidasa. Todas ellas positivas.

Figura 1. Pruebas caracteristicas de H. pylori: Ureasa, oxidasa y catalasa
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3.1.3. Patogenia y factores de virulencia

H. pylori presenta proteinas a las que se les atribuye un cierto papel patogénico ya
sea porque producen un dafio directo al tejido del huésped, porque suponen una
via de evasién frente a los mecanismos de defensa o porque hacen posible la
colonizacién de un medio tan hostil como la mucosa gastrica. Estas proteinas son
conocidas como factores de virulencia, es decir, productos bacterianos o
estrategias que contribuyen a la patogenicidad.

Asi pues, se han detectado muchos de los considerados como factores de virulencia
de H. pylori en cepas aisladas de pacientes con enfermedades gastricas mas graves.
Sin embargo, el valor predictivo de los factores de virulencia se cree limitado
debido a que, presumiblemente, la patogenicidad depende de interacciones
multifactoriales entre los propios factores de virulencia bacterianos y los factores
inmunolégicos, fisiolégicos e influencias ambientales que modulan la respuesta
inmune del hospedador (20).

3.1.3.1. Factores de patogenicidad que contribuyen a la colonizacion de

la mucosa gastrica

a. Ureasa: La ureasa es la enzima mas abundante producida por H. pylori,
representa alrededor de un 5% del total de sus proteinas celulares (21). Se trata
de una metaloenzima que cataliza la hidroélisis de la urea en diéxido de carbono
y amoniaco, con el consecuente aumento del pH del medio. H. pylori es una
bacteria muy sensible al 4cido. Su habitat natural se encuentra debajo de la capa
mucosa, donde el pH se aproxima a la neutralidad. El mecanismo que utiliza
para protegerse del pH acido de la capa mucosa durante la colonizaciéon o
durante las bajadas de pH que pueden ocurrir por daflos mecanicos en la

mucosa, se basa en acumular una gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el
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espacio periplasmico y en la superficie de la bacteria. Por lo que gracias a la
enzima ureasa, H. pylori puede adaptarse al ambiente acido del estomago,
formando una “nube de amonio” que le sirve para tamponizar su entorno vital y
poder colonizar el epitelio. La produccién de ureasa se regula de acuerdo a la
condicion del entorno, ya que un aumento excesivo de la alcalinidad debida al
NH#* mataria la bacteria. La regulacién se produce mediante un transportador
dependiente de pH. El transportador Urel permite la entrada de urea pero, una
vez que el pH alcanza el valor de 6-7 se inactiva (22).

La ureasa ademads de ser un factor que favorece la colonizacién, también es un
factor de patogenicidad ya que produce compuestos que pueden dafiar las
células epiteliales. En diversos trabajos se sefiala la funcién téxica del amoniaco
sobre las células de la mucosa gastrica, aunque algunos autores opinan que el
amoniaco en si no dafa la célula sino que el dafio es provocado por uno de sus
metabolitos, la monocloroamina, formado por la interacciéon del amoniaco con el

acido hipocloroso producido por los neutréfilos activados (23).

b. Flagelos: H. pylori posee alrededor de 2 a 6 flagelos monopolares. Los
flagelos de H. pylori se componen de tres elementos estructurales: un cuerpo
basal, que esta incrustado en la pared celular y contiene las proteinas
requeridas para la rotacién y la quimiotaxis; un filamento externo de forma
helicoidal que funciona como una hélice cuando se gira en su base; y un gancho
que sirve de unidn entre el cuerpo basal y el filamento flagelar. Hasta la fecha,
s6lo los componentes del filamento y el gancho se han caracterizado con cierto
detalle. El filamento es un copolimero de las subunidades de flagelina FlaA y

FlaB. FlaB se localiza en la base del flagelo, mientras que la mas abundante FlaA,
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se encuentra en el exterior (24).

La gran movilidad de estas bacterias es fundamental para colonizar la mucosa
gastrica, segun se ha deducido de la infeccién experimental de animales con
variantes de H. pylori aflageladas y por tanto no méviles. Ademas la morfologia
espiral o helicoidal facilita la movilidad en la viscosidad del moco gastrico, y la

bacteria produce una proteasa que digiere el moco facilitando su avance.

c. Adhesinas: Las adhesinas son proteinas de la superficie celular bacteriana
que permiten la adherencia bacteriana a las células. La adherencia de los
patégenos a las células epiteliales de la mucosa es el primer paso necesario
tanto para la colonizacién como para la patogénesis. H. pylori se une a las células
epiteliales gastricas, las células receptoras del huésped, de una forma especifica
mediante un elevado nimero de adhesinas utilizando multiples receptores (25).
El hecho de poseer tantas adhesinas en este nicho tan especifico debe indicar
que son muy importantes para H. pylori (26). La adherencia de H. pylori a la
mucosa gastrica es importante para la proteccion frente al pH acido, moco, y
exfoliacion (27). De algunas de ellas se tienen datos que muestran su papel
potencial como factores de virulencia (28).

Las adhesinas de H. pylori pertenecen a la familia mas amplia de proteinas de
membrana externa (OMP) de la bacteria, llamada familia de proteinas Hop
(Helicobacter outer membrane protein). La familia Hop contiene las adhesinas
mas conocidas de H. pylori como BabA, SabA y OipA. Otra lipoproteina también
implicada en la adherencia de H. pylori es HpaA.

= BabA (blood antigen binding adhesion): los antigenos de Lewis son

antigenos fucosilados de grupo sanguineo (29). Son expresados, ademas de
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por los eritrocitos, por células epiteliales humanas. H. pylori se une con la
adhesina BabA a las células epiteliales gastricas a través de los antigenos de
Lewis (30). Esta proteina esta codificada por los genes babAl y babAZ,
aunque solo el gen babAl es funcionalmente activo. La sintesis de esta
proteina puede ser regulada por las condiciones del medio y su expresion
se asocia con la puesta en marcha de una respuesta inmune inespecifica y el
desarrollo de autoanticuerpos frente a las células productoras de acido, lo
que contribuye a la gastritis crénica y a la pérdida de células parietales.
Ademas la adherencia mediada por BabA participa en la distribucién de los
factores de virulencia que dafian al tejido del hospedador, pudiendo llevar
al desarrollo de ulcera y cancer gastrico (31).

SabA (sialic acid binding adhesion): se ha descrito como otra de las
proteinas que se une a los receptores con el acido sidlico de los neutrofilos y
origina la activacion de su respuesta oxidativa (32).

OipA (outer membrane inflammatory protein): es una adhesina codificada
por el gen oipA, que al igual que los genes sabA y babA, pertenece al grupo
de factores de virulencia de fase variable, es decir, que estan presentes en
todas las cepas pero pueden expresarse o no en distintas fases del
crecimiento o distintas condiciones ambientales. Su expresion estd asociada
a una mayor produccién de IL-8, aunque no se sabe cual es su contribucion
real a la inflamacién gastrica puesto que suele estar asociada a las cepas
cagA + (33).

HpaA (Helicobacter pylori adhesin A): la proteina HpaA es una de las
principales proteinas de la membrana externa de H. pylori. Media la unién

entre conjugados glicosilados con acido sidlico presente en la superficie de
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las células epiteliales gastricas y en la de neutréfilos. Esta codificada por el
gen hpaA. Es un antigeno de membrana que es reconocido por los
anticuerpos humanos por lo que puede ser usado en los ensayos serolégicos

y para las vacunas (34).

d. Sistemas antioxidantes: H. pylori es una bacteria microaerofilica muy
vulnerable a la toxicidad del Oz. Durante el proceso de colonizacién H. pylori
promueve una fuerte respuesta inflamatoria mediada por neutréfilos y
macrofagos, que generan una gran cantidad de metabolitos reactivos del
oxigeno (MRO) (35). Se ha comprobado que también son producidos por las
células epiteliales gastricas en respuesta a la infecciéon (36), aumentando su
concentracion en la mucosa gastrica. H. pylori cuenta con mecanismos para la
detoxificacion de los MRO, asi como para la reparacién de los dafios sufridos,
que favorecen su supervivencia en el tejido inflamado. Estos mecanismos son
adaptables y estan interconectados entre si (37). Entre los sistemas enzimaticos
de detoxificacion de los MRO encontramos:
» La enzima superdxido dismutasa, que cataliza la tansformacién del
superoxido en peréxido de hidrogeno
» La catalasa o peroxidasa, que cataliza la descomposicién del peréxido de
hidrégeno en agua y oxigeno
» Las peroxirredoxinas, que catalizan la reduccién de per6xido de hidrégeno,
peroxinitrito y otros hidroperéxidos organicos a sus correspondientes

alcoholes (38).
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= La flavoproteina MdaB, una NADPH quinona reductasa, que H. pylori
expresa cuando debe compensar la pérdida de los principales componentes
antioxidantes.
La actividad enzimatica de la catalasa, superdéxido dismutasa y las
peroxiredoxinas estd incrementada en las cepas cagA positivas (39).
A veces los sistemas de detoxificacién no son suficientes y puede existir dafo
oxidativo. Para ello, H. pylori cuenta con mecanismos para reparar el ADN
dafiado, como las proteinas RecA, UvrABC, endonucleasa III (Nth), MutS y RuvC.
Los danos oxidativos producidos en las proteinas son reparados por la metonin

sulféxido reductasa (40).

e. Proteasa: Enzima que desintegra la estructura polimerica del mucus y
debilita su funcion como barrera por la perdida gradual de su viscodidad, lo cual

aumenta la retrodifuscion del ion hidrogeno.

3.1.3.2. Factores de patogenicidad que contribuyen al daiio de la

mucosa gastrica

a. Citotoxina vacuolizante VacA (vacuolating citotoxin)

La proteina VacA es una toxina codificada por el gen vacA, que induce
principalmente vacuolizaciéon en las células epiteliales, muerte celular y la
destruccién de la integridad epitelial. Posee una estructura hexamérica y se
ensambla en la bicapa lipidica celular del hospedador formando un canal

selectivo de aniones. Produce un gradiente de pH que atrae sustancias alcalinas
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al interior haciendo que se capte agua por désmosis, lo que origina una
vacuolizacion alrededor del ntcleo y mas tarde el estallido y la muerte celular.
Sin embargo, se ha descrito que esta toxina tiene una variedad de efectos en las
células del hospedador, ademas de la capacidad de inducir la vacuolizaciéon. La
toxina VacA se puede localizar en las mitocondrias donde sus efectos pueden ser
responsables de la activacion de la cascada apoptoética (41-43). Durante la
apoptosis el citocromo C es liberado del espacio intermembrana mitocondrial
hacia el citoplasma mediante un mecanismo desconocido, como consecuencia,
diversas caspasas son activadas lo que supone la ruptura de la membrana
mitocondrial (44).

VacA puede inducir la expresion de factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) y provocar el desarrollo de procesos tumorigénicos. El VEGF esta
implicado en la neoangiogénesis via el sistema TLR2/TLR9 y se encuentra
sobreexpresado en distinto grado en carcinomas humanos dependiendo del tipo
de cepa bacteriana.

Por otra parte, VacA amplifica la respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica
aumentando la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) en las células T,
neutrofilos y macréfagos, que a su vez pueden activar la produccién de VEGF y
provocar como hemos visto anteriormente el desarrollo de procesos
tumorigénicos. Aunque no estan perfectamente definidos los mecanismos por
los que la respuesta inmune inducida por H. pylori contribuye a la
carcinogénesis gastrica, la sobreexpresion de COX-2 Y VEGF, la activaciéon de NF-
kb y el aumento de citoquinas proinflamatorias originan alteraciones
morfoloégicas que llevan al desarrollo de gastritis atréficas y metaplasia

gastrointestinal.
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A pesar de que el 80% de los aislamientos poseen un gen funcional, el efecto
citopatico solo se detecta en un 50% de la poblacién (45). La diferente toxicidad
de esta proteina se asocia a que el gen vacA posee una estructura en mosaico
con lo que tiene varias formas posibles de presentacién. Se puede distinguir 4
(sla, s1lb, slc y s2) en base al andlisis de la secuencia del extremo 5’ del gen
(codifica la region sefial N-terminal de la proteina) y 3 (m1 y m2a y m2b)
analizando la regiéon media que codifica parte de la subunidad de unién a células
epiteliales p55. De la combinacién de estos podrian generarse distintos
genotipos que podrian tener comportamientos mas o menos agresivos (46).
Todas las combinaciones son posibles, aunque la combinacién s2m1 es poco
frecuente. El genotipo s1m1 se asocia con patologias mas graves: tulcera (47) y
cancer gastrico (48). Mientras que las cepas con el alelo m2 suelen presentar

baja asociacion con estas patologias, especialmente s2m2 (49,50).

b. CagA (citotoxin-associated gen A)

Esta proteina antigénica (citotoxin-associated gen A), es uno de los factores de
virulencia de H. pylori mas extensamente estudiados. El gen que la codifica, el
gen cagA, no esta presente en su forma completa en todas las cepas de H. pylori,
lo que permite dividir este microorganismo en dos subpoblaciones
diferenciadas en funcién de la produccién o no de la proteina. Este hecho resulta
de suma relevancia desde un punto de vista patolégico, ya que las cepas CagA
positivas se relacionan, con sintomas mas graves, como son la gastritis severa, la
atrofia de la mucosa, alto riesgo de ulcera y cancer gastrico (20).

El gen cagA forma parte de la isla de patogenicidad Cag (cagPAlI). Las islas de

patogenicidad son segmentos de ADN que contienen mas de un gen de
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virulencia con la peculiaridad de que una simple delecion lleva a la pérdida de al
menos dos genes de virulencia con segmentos de ADN de mas de 30 kb. Esta isla
de patogenicidad a su vez contiene alrededor de 32 genes que codifican para un
conjunto de proteinas que conforman un sistema de secrecion tipo IV (T4SS),
que introduce la proteina CagA en el citoplasma de las células epiteliales
(51,52).

CagA puede variar de tamafo entre las distintas cepas de H. pylori. Esta
variacién proviene de la presencia de un ndmero de repeticiones de una
secuencia aminoacidica del extremo carboxilo-terminal y puede influir en la
patogenicidad de las distintas cepas cagA+ debido a que la variacién en el
numero de sitios de fosforilaciéon implica una distinta efectividad en su unién a
SHP-2, y por tanto una distinta activacion.

Hay una correlacion entre la integridad de cagPAl y la gravedad de la
enfermedad, ya que mutaciones puntuales llevan a la pérdida del sistema de
secrecion tipo IV por lo que no se puede translocar la proteina CagA. La proteina
CagA translocada aumenta la produccion de IL-8 . Asi mismo, los productos de la
cagPAI estan asociados con un aumento de la produccién de otras citoquinas

como la IL-1b, TNF-a y del factor nuclear de transcripcion NFxf3 (53,54).

3.1.3.3. Otros factores

a. Lipopolisacarido:

El lipopolisacarido (LPS) de H. pyloritambién ha sido implicado en la
interaccidn entre la bacteria y su huésped. El LPS de H. pylori como el de otras

especies bacterianas, presenta una estructura de tres dominios principales: la
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capa polisacarida externa o cadena especifica O, el nicleo oligosacarido y el
lipido A. El lipido A es el componente responsable de las propiedades
inmunolégicas y endotdxicas del LPS. El LPS de H. pylori presenta una baja
toxicidad comparada, por ejemplo, con el de Salmonella o Escherichia coli (55).
Esta baja actividad biol6gica podria contribuir a la prolongacién de la infeccion
y a la inflamacion crénica de la mucosa (56). La estructura quimica del LPS de H.
pylori, en concreto la cadena especifica O, es similar a la de los antigenos de los
grupos sanguineos Lewis*y LewisY del huésped (57), lo que puede explicar la
presencia de autoanticuerpos inducidos por H. pylori, que contribuirian al
desarrollo de gastritis atrdfica. Ademas, se ha observado que la bomba
H+/K* tiene epitopos LewisYy podria ser un objetivo del sistema inmune en
casos de gastritis crénica (58). También se ha constatado que los antigenos de
H. pylori similares a los de Lewis se expresan mas frecuentemente en cepas
cagA* comparadas con cepas cagA, lo que estimularia una respuesta

autoinmune mas intensa en las bacterias portadoras de gen cagA.

b. Tip a (TNF-a inducing protein): Las proteinas Tipa tienen una potente
actividad carcinogénica a través de la induccién de TNF-a y la activacion de NF-

kf. Promueven la inflamacién del cancer (59).

3.1.4. Epidemiologia

En la actualidad se sabe, a través de los estudios epidemioldgicos realizados, que la

infeccidn por H. pylori es, probablemente, la infeccion humana mas frecuente en el

mundo; su distribucién es ubicua y se calcula que aproximadamente el 50% de la

poblacién mundial esta infectada por este microorganismo (60). La prevalencia de

la infeccion por H. pylori se correlaciona mejor con el estatus socioecondémico que
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con la raza. Los paises o areas geograficas con un bajo desarrollo socioeconémico
presentan las cifras de prevalencia mas altas (el 70-80% de la poblacién en edad
adulta esta infectado por H. pylori); en cambio, en las zonas con un alto desarrollo
socioeconomico, la tasa de infeccién en poblacién adulta se sitda en torno al 40-
50% (61). A pesar de todo, en la mayor parte de las regiones del mundo las tasas
de prevalencia son muy altas y superan, en general, el 50%.

A pesar de que el porcentaje de infecciéon es muy elevado como hemos visto
anteriormente, la gran mayoria de los casos cursan de forma asintomatica (62).
Entre un 10% y un 15% de los individuos infectados sufriran ulcera péptica y
hasta un 1-3% podrian desarrollar cancer gastrico. En conjunto, en torno al 7% de
las personas podran verse afectadas por patologia gastroduodenal relacionada con
la bacteria (63).

La mayoria de las personas se infectan durante la infancia, y se alcanza el maximo
grado de seroconversion antes de los primeros 5 afios de vida (64,65). La
adquisicion de la infeccidn es extremadamente infrecuente en edades adultas en
los paises con un elevado desarrollo socioeconémico (<1% por afio) (66).

No se conoce con exactitud la existencia de un reservorio medioambiental de la
infeccion por H. pylori; sin embargo, parece que el agua podria actuar como
reservorio y vector de este microorganismo en algunas poblaciones (67,68). El
hombre se considera el huésped natural de H. pylori, y la cavidad gastrica (en
especial el antro gastrico) es su “nicho” ecoldgico natural. La via de transmisién
persona a persona se considera la mas probable de esta infeccion, y puede
realizarse por via fecal-oral, oral-oral o gastrica-oral (64,69,70). H. pylori se ha
aislado en las heces, saliva y placa dental de personas infectadas. Se ha descrito la

transmision iatrogénica de esta infeccion a través de dispositivos sanitarios que no
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se han desinfectado adecuadamente. Segiin algunos estudios, es posible que la
mosca doméstica pueda transmitir y diseminar en el ambiente H. pylori a través de
sus secreciones, por lo que este insecto puede considerarse una importante via de

infeccion en areas con deficientes medidas higiénicosanitarias deficientes (71).

3.1.5. Manifestaciones clinicas

La infeccion por H. pylori origina practicamente siempre gastritis subclinicas. Sin
embargo las complicaciones principales (tlcera péptica, adenocarcinoma y linfoma
gastrico) se desarrollan sélo en una minoria de las personas infectadas. En nifios el
porcentaje de pacientes que presenta sintomatologia asociada a la infeccién por H.
pylori es todavia menor. La ulcera gastrica o duodenal relacionada con la infeccion
por H. pylori es muy poco frecuente en la edad pediatrica respecto a lo que ocurre
en la edad adulta. La frecuencia de udlcera por H. pylori en los pacientes pediatricos
varia de unos medios a otros, oscilando de 2-5% en los paises industrializados, a
un 13.5%-20% en paises en vias de desarrollo y con una alta prevalencia de

infeccidn por H. pylori (72,73).

3.1.5.1. Manifestaciones digestivas

Entre las manifestaciones digestivas encontramos:
- Gastritis

- Ulcera péptica

- Cancer gastrico

- Linfoma gastrico MALT
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-Gastritis:

La gastritis crénica es uno de los procesos inflamatorios mas frecuentes del ser
humano. Tras la colonizacién por H pylori se produce en todos los casos una
gastritis histolégica que puede desarrollarse bien de forma asintomatica o bien
como un episodio gastrico autolimitado con la clinica propia de la gastritis aguda
(nduseas, dolor epigastrico y vomitos)(74). El curso de la gastritis aguda es de 7 a
10 dias y tras esta fase inicial algunos pacientes desarrollan una gastritis crénica
superficial (70-80% de los pacientes que padecen gastritis cronicas diagnosticadas
estan infectados por H. pylori) (75) que puede mantenerse como tal o bien ser el
primer paso de la evolucidn hacia la fase de atrofia que comienza generalmente en
el antro y se extiende hacia el cuerpo del estomago (76).

La gastritis crénica se caracteriza por infiltracion inflamatoria mixta de
polimorfonucleares, linfocitos y células plasmaticas, con presencia de foliculos
linfoides y un grado variable de actividad (infiltracién inflamatoria aguda).

La gastritis crénica por H. pylori es un proceso dinamico que evoluciona hacia la
atrofia que afecta al antro y a la mucosa transicional y se extiende en direccién al
cuerpo. También se puede asociar a metaplasia intestinal como respuesta a la
agresion cronica. En areas metaplasicas no se detecta H. pylori y la inflamacion es
menor que en las no metaplasicas. La atrofia y la metaplasia son dos procesos
diferentes que pueden presentarse de forma independiente.

La sintomatologia asociada a la gastritis por H. pylori es muy variable. Puede
expresarse con un cuadro compatible con lo que se llama dispepsia no ulcerosa,
que se interpreta con sintomas como dolor en epigastrio o hemiabdomen superior,

sensacion de plenitud, nduseas y vomitos (77).
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-Ulcera péptica:

Las ulceras pépticas se pueden presentar en el estbmago (Ulcera gastrica), en el
duodeno (dlcera duodenal) o en ambos.

La asociacién de H. pylori con la dlcera duodenal es clara ya que el 90-95% (78) de
los pacientes con ulcera duodenal presentan este microorganismo y la ulcera
cicatriza al erradicar la bacteria.

Con respecto a la dlcera gastrica también existe una clara relacién ya que un 70%
de este tipo de ulcera esta asociado con la presencia de H. pylori, el resto de tUlceras
gastricas pueden estar producidas por otras causas como por ejemplo el consumo
de antiinflamatorios no esteroides (AINES).

El descubrimiento de H. pylori como principal agente causante de la Ulcera péptica,
supuso una revoluciéon en el tratamiento y prondstico de esta patologia. La
progresion desde la gastritis inicial a la dlcera péptica dependera de la virulencia
de las cepas, de la predisposicion del hospedador y de la influencia de sus habitos y

entorno.

-Cancer gastrico:

En el afio 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) de
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (17,79) incluy6 a H. pylori como agente
biologico carcindgeno para el hombre (categoria 1) basandose en evidencias
epidemioldgicas que le asocian con cancer gastrico (80).

Por otra parte el papel de H. pylori en el cancer gastrico también se comprende
porque la gastritis cronica es un factor de riesgo para el desarrollo de este tipo de
cancer. Alrededor del 74.7-89.0% de los cancer gastricos estan relacionados con la

infeccidén por H. pylori (81).
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Segun el programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (SEER) del
National Cancer Institute (NCI), se calculaba que en 2013, 21.600 individuos de los
Estados Unidos seria diagnosticados con cancer gastrico y que 10.990 moririan por
este cancer. El cancer gastrico es la segunda causa mas comun de muertes
relacionadas por cancer en el mundo y cobré aproximadamente 738.000 vidas en
2008 (82). Dicho cancer es menos comun en los Estados Unidos y en otros paises
occidentales que en paises asidticos y sudamericanos.

Algunas de los mecanismos moleculares por los que H. pylori estimula la
progresion de las lesiones hasta desembocar en cancer son: la liberacion de
radicales libres que dafian las células gastricas (83), la hipergastrinemia que
acompafa al estado de atrofia y estimula la proliferacién celular aumentando el
riesgo de mutaciones (84) o la accién de determinados genes de virulencia (cagA,
vacA s1ml, etc)(85).

Durante el proceso carcinogénico se han detectado cambios histolégicos
ordenados en una secuencia establecida que se originan en la inflamacion,
formacién de gastritis no atroéfica y luego atroéfica, metaplasia intestinal, displasia y,
finalmente, la presencia del adenocarcinoma gastrico; a esta serie de cambios

histologicos se le conoce como secuencia de Correa (86).

-Linfoma gastrico MALT:

Los linfomas MALT son un tipo de cancer de células B clonales originados en el
tejido linfoide asociado a las mucosas (mucosa associated lymphoid tissue).

El 90% de los pacientes con linfoma MALT son positivos para H. pylori. Es un tipo
de linfoma que se localiza preferentemente en el antro del estémago, dado que es

la zona donde existe mas tejido linfoide. Ademas, varios estudios apoyan la
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asociacién de H. pylori con esta enfermedad puesto que tras la erradicacion de la
bacteria se ha observado la regresién del linfoma (87).

Aunque en nifios, la presentacién de cancer maligno como adenocarcinoma
gastrico o linfoma de tipo MALT es muy poco frecuente (88), se han registrado

algunos casos (89) relacionados con la infeccién por H. pylori.

3.1.5.2. Manifestaciones extradigestivas

En los ultimos afios, muchas publicaciones han demostrado una fuerte asociaciéon
de la infeccibn por H. pylori y el desarrollo de muchas enfermedades
extradigestivas, como se muestra en la Tabla 1, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, enfermedades hematolégicas, trastornos neurolégicos, obesidad,

trastornos de la piel, etc (90).

‘ Manifestaciones extraintestinales asociadas a Helicobacter pylori

Enfermedades cardiovasculares Enfermedad arterial coronaria
Enfermedad arterial periférica
Enfermedad isquémica coronaria
Enfermedades hematolégicas Purpura trombocitopénica idiopatica

Anemia ferropénica

Anemia por deficiencia de Vit B12
Enfermedades neurolégicas Alzheimer

Parkinson

Migrana

Enfermedades dermatoldgicas Urticaria crénica

Angioedema
Alopecia areata
Rosacea
Enfermedades inmunolégicas Fenémeno Raynaud
Sindrome Sjogren
Enfermedades endocrinas Diabetes

Tiroiditis autoinmune
Otras Hiperémesis gravidica

Tabla 1. Manifestaciones extraintestinales asociadas a H. pylori
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Enfermedades cardiovasculares y Helicobacter pylori

De entre todas las posibles manifestaciones extradigestivas de la infecciéon por H.
pylori éste ha sido probablemente el grupo de enfermedades mas estudiado.
-Enfermedad isquémica coronaria (EIC)

En 1994, Mendall et al. fueron los primeros en describir la existencia de una alta
seroprevalencia de la infeccion por H. pylori en pacientes con cardiopatia
isquémica en comparacion con la poblacion general (91). Este estudio inicial causé
un gran impacto en la comunidad cientifica, lo que promovié un gran nimero de
nuevas investigaciones en esta misma linea de trabajo. Desde entonces, se han
publicado en la literatura numerosos estudios epidemiolégicos retrospectivos, y la
mayoria de los resultados atribuyen riesgos relativos por encima de 1 para los
pacientes infectados por H. pylori. Sin embargo, hay que valorar los resultados con
precaucién, dado que en general no se tienen en consideracidon factores
epidemiolégicos importantes.

Mas recientemente han sido publicados en la literatura estudios epidemioldgicos
de tipo prospectivo, metodolégicamente mejor planteados que los anteriores, y en
la mayoria de ellos no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
la prevalencia de H. pylori en el grupo con EIC y el grupo control (92-94). Sin
embargo, en algin estudio reciente si que demuestran una asociaciéon de H. pylori
con la enfermedad isquémica coronaria (95,96). Por lo que se deben realizar un

mayor ndmero de estudios para comprobar esta asociacidon.

-Fen6meno de Raynaud
El fendmeno de Raynaud primario es un trastorno vascular funcional caracterizado

por vasoespasmos de las arteriolas periféricas de las extremidades (generalmente
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en las manos), que se presenta preferentemente en las mujeres jovenes tras la
exposicién al frio o a estimulos emocionales.

La infeccién por H. pylori también se ha relacionado con este fenémeno,
encontrandose en diversos estudios con resultados dispares (97,98).

Se ha sugerido que la liberacién de citoquinas, prostaglandinas, leucotrienos y de
otras sustancias vasoactivas que pueden actuar a nivel de la circulacién vascular
periférica podria ser el mecanismo patogénico que explicase esta asociacion. Sin
embargo, esto no ha sido demostrado. Son ain muy pocos los estudios que
investigan el efecto de la erradicacién de H. pylori en personas con fenémeno de

Raynaud.

Enfermedades hematoldgicas y Helicobacter pylori
En este bloque de enfermedades encontramos algunas que tienen una fuerte

evidencia cientifica de la asociacion de la enfermedad con la infeccién por H. pylori.

-Parpura trombocitopénica idiopatica

La purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) es una enfermedad hematolégica en
la que el sistema inmune produce anticuerpos antiplaquetarios.

Los principales mecanismos involucrados en la asociacion de la PTI y H. pylori son
(99):

1.- H. pylori favorece la produccién de monocitos con mayor actividad fagocitica.

2.- Existe una similitud de los anticuerpos antiplaquetarios del suero con la
citotoxina asociada al gen cagA de H. pylori. Por lo que anticuerpos contra la
proteina CagA de H. pylori reaccionan de manera cruzada contra proteinas en la

superficie de las plaquetas

33



Introduccién

3.- La ureasa favorece la activacién de células B1 que estan asociadas a la
produccion de autoanticuerpos.

Existen numerosos articulos que estudian esta relacién (100-103). Sin embargo,
no todos los pacientes han respondido a la erradicacién de H. pylori por lo que atn
no se dispone de un criterio firme que incluya la PTI como una posible

manifestacion extradigestiva de la infeccién por H. pylori.

-Anemia ferropénica refractaria

Diversos estudios han demostrado una asociaciéon entre la infecciéon por H. pylori 'y
la anemia ferropénica refractaria al tratamiento tanto en nifios pequefnos como en
adolescentes (90,104,105).

La Sociedad Britanica de Gastroenterologia y las Guias del Consenso de Maastrich
[V incluyen en el manejo de la anemia ferropénica el estudio de la infecciéon por H.
pylori en pacientes con anemia ferropénica de etiologia desconocida (106,107).

Los principales mecanismos involucrados en la asociacién de la anemia
ferropénica y la infeccién por H. pylori son (99):

1.- La hipoclorhidia, la disminuciéon de los niveles de &acido ascérbico y el
predominio de la forma oxidada de acido ascérbico (biolégicamente inactiva):
disminuye la reducciéon de hierro férrico a ferroso que es la forma en la que es
absorbido el hierro a nivel intestinal

2.- H. pylori usa hierro para su proliferacién y puede competir con el hospedador
en la captacidn de hierro.

3.- Tras la infecciéon por H. pylori, se produce un aumento de hepcidina, una

hormona producida por el higado que se encarga de la regulacién del metabolismo
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del hierro. Al aumentar la produccién de hepcidina, disminuye la liberaciéon de

hierro desde los macré6fagos y desde los enterocitos.

Enfermedades neuroldgicas y Helicobacter pylori

-Alzheimer

Se han realizado varios estudios para verificar la posible relacién entre la infecciéon
por H. pylori y diversos trastornos neuroldgicos, tales como la enfermedad de
Alzheimer y el parkinsonismo idiopatico. Malaguarnera et al descubri6 una
asociacion entre la infeccion por H. pylori y la enfermedad de Alzheimer (108).
Kountouras et al consiguié demostrar que la erradicaciéon de la infecciéon por H.
pylori puede implicar una mejora en la evolucién de la enfermedad de Alzheimer
(109).

-Parkinson

Nielsen et al, sugiere en su estudio utilizando los registros daneses a nivel nacional
que la infeccién crénica por H. pylori contribuyen a la enfermedad de Parkinson.
Sin embargo, también propusieron la teoria de que la infeccién por H. pylori fuera
una enfermedad relacionada con la enfermedad de Parkinson debido a la
degeneraciéon del sistema nervioso auténomo y entérico que precede a los
sintomas motores (110).

Una de las hipotesis de relacion causal entre H. pylori y la enfermedad de
Parkinson implica que si la infeccidn por esta bacteria no se erradica, puede afectar
la absorcion de medicamentos contra la enfermedad de Parkinson, y por
consiguiente afectar a la respuesta global del tratamiento (111). En un articulo de

Lee et al, concluyeron que la erradicacion de H. pylori podria mejorar las
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fluctuaciones motoras de pacientes infectados por H. pylori enfermedad de
Parkinson (112).

Aunque varios estudios muestran una asociacion positiva entre H. pylori y la
enfermedad de Parkinson (113), esta drea requeriria nuevos estudios con mayor

numero de pacientes.

Lesiones dermatolégicas y Helicobacter pylori

-Urticaria crénica

Las causas de la urticaria crénica son numerosas; sin embargo, en al menos 80-
90% de los pacientes, la etiologia es desconocida. Existen diversos articulos que
estudian esta relacién, pero por el momento los resultados son dispares.

Varios autores informaron efectos beneficiosos de la erradicacién de H. pylori en la
urticaria cronica (114-117).

Sin embargo, Hellmig et al (118) estudiaron 74 pacientes H. pylori positivos con
urticaria y no establecié ninguna correlacién positiva en el curso clinico de la
urticaria crénica. Lo mismo ocurri6 en el estudio de Curth et al. (119) en el que no
observaron que la erradicacién de H. pylori tuviera un efecto sobre la urticaria

crénica de dichos pacientes.

-Rosacea

Desde hace afios, la rosacea se ha relacionado con la gastritis, la hipoclorhidria y
anomalias de la mucosa duodenal. Por lo que se ha intentado relacionar con la
infeccidn por H. pylori. Hay diversos estudios que demuestran una asociacion entre
H. pylori y la rosacea y proponen que la erradicacidon de H. pylori podia revertir la

lesion dermatolégica(61,120,121). Sin embargo, otros estudios no encuentran
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diferencias significativas entre los controles sanos y los pacientes afectados de
rosacea (122,123). Son muy escasos los estudios de intervencion erradicando H.
pylori en enfermos con rosacea y los resultados son contradictorios. Por lo que se
necesitan un mayor numero de estudios para poder clarificar la relacién entre H.

pyloriy la rosacea.

Otras manifestaciones extradigestivas

-Retraso en el crecimiento

Una posible explicacion sobre la asociacion de la infeccion por H. pylori y el retraso
en el crecimiento seria la afectacion de los niveles de grelina y leptina.
Recientemente se ha demostrado que el estémago es fuente de estas hormonas. La
colonizacién por H. pylori y la gastritis produciria un aumento de los niveles de
leptina y una disminucién de los de grelina, lo que repercutiria en el apetito,
disminuyendo el aporte caldrico y afectando secundariamente a su indice de masa
corporal (103). Existen numerosos estudios que han demostrado la asociacion del
retraso en el crecimiento con la infeccién por H. pylori (124,125). Sin embargo,
existe algun articulo que asocia la infeccion por H. pylori con la obesidad (126), por
lo que se necesita un mayor ndmero de estudios para poder aclarar esta

disparidad de resultados.

3.1.6. Métodos diagndsticos
La infeccion por H. pylori puede diagnosticarse mediante métodos invasivos (que
requieren realizacion de endoscopia con toma de biopsia gastrica) o no invasivos

(métodos para los que no se requiere realizacion de endoscopia)(87).
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Todos ellos presentan ventajas e inconvenientes y ninguno de los que existen hasta
este momento puede considerarse gold standard utilizado Unicamente.

Un método de diagndstico ideal es no invasivo o minimamente invasivo, no caro,
seguro, disponible en todos los centros y que sea capaz de diferenciar infecciéon
activa de infeccion pasada. El método debe ser capaz de diferenciar entre la
infeccidon por H. pylori y la enfermedad asociada a la bacteria. Ninguno de los

métodos que existe actualmente cumple todos estos requisitos (127).

3.1.6.1. Métodos invasivos

Histologia

El estudio histologico de la biopsia permite conocer las lesiones de la mucosa
ademas de detectar la infeccién por H. pylori. La confirmacién histolégica de la
inflamacién de la mucosa es fundamental para el diagnostico de gastritis y su
clasificacion.

La presencia del microorganismo puede reconocerse con la tincién habitual de
hematoxilina-eosina, aunque se demuestra mas facilmente con otras tinciones
como la de Giemsa.

En nifios, al igual que en adultos, la mejor muestra para estudio histoldgico es la
biopsia del antro gastrico. Se recomienda también una del cuerpo gastrico o de la
zona de transicion si el paciente ha tomado recientemente antiacidos (128). Si el
nifio presenta una ulcera péptica se recomienda estudiar multiples biopsias

(129,130).
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Prueba rapida de la ureasa

La prueba rapida de la ureasa consiste en poner en contacto una muestra de la
mucosa gastrica con un medio liquido que contiene urea y un indicador de pH; si
existe actividad ureasa, la urea se descompone en anhidrido carbénico y amoniaco,

que se demuestra como un cambio de color ya que el pH del medio se modifica.

Figura 2. Prueba rapida de la ureasa

Los resultados de sensibilidad y especificidad son en general superiores al 80%-
90% (131). Sin embargo, en nifios, esta prueba tiene un bajo valor predictivo
positivo (hasta el 50%) pero tiene un elevado valor predictivo negativo (97-98%)
(132). Su sensibilidad es menor cuando se utiliza para confirmar la desaparicion
de H. pylori tras haber administrado un tratamiento erradicador, por lo que en esta
situacion no debe emplearse como Unico método.

Se trata de un método sencillo, barato y rapido (con frecuencia permite conocer la

presencia de infeccion en tan s6lo una hora).

Cultivo

El aislamiento de H. pylori mediante cultivo es el método mas especifico en el
diagnostico de este microorganismo y presenta ventajas como permitir el estudio
de la sensibilidad a los diferentes antimicrobianos, la caracterizacion de factores

de virulencia y la posibilidad de tipado de cepas con fines epidemiolégicos (133).
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H. pylori es un microorganismo muy exigente que requiere unas condiciones
especificas para ser cultivado:

-Para el cultivo de H. pylori se requieren medios de cultivo suplementados con
sangre o suero, los cuales actian como fuentes adicionales de nutrientes y lo
protegen de efectos toxicos de los acidos grasos de cadena larga. Existen medios
que ademas contienen antibidticos y antiflingicos, de forma que evitan la
colonizacién del cultivo por agentes contaminantes que dificultan la viabilidad de
la bacteria.

-H. pylori necesita de una atmdsfera microerofilica para crecer. Crece de forma
optima a concentraciones de Oz del 2 al 5%, una concentraciéon de CO2 del 5 al
10%, una concentracion de Nz de 80-90% y una humedad relativa alta. H. pylori no
tolera altas concentraciones de Oz, pero requiere al menos el 2% de este gas ya que
lo utiliza como aceptor final de electrones.

-En cuanto a la temperatura de incubacién, la temperatura éptima es de 37°C,
aunque puede desarrollarse en un rango de 35 a 39°C.

-El tiempo de incubacién es de 5 a 10 dias.

waww.helicobactcrspain.com

Figura 3. Aspecto de las colonias en medio de cultivo Agar sangre
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Como desventaja cabe destacar que es un método de diagnédstico lento ya que la
bacteria puede tardar varios dias en crecer. Por otra parte, la sensibilidad de la
técnica depende de la experiencia en su cultivo y de que la toma y el transporte se
realicen en las condiciones adecuadas. La identificacién se realiza mediante vision
en fresco con un microscopio de contraste de fases para ver la morfologia o bien
mediante tincién de Gram. Las pruebas positivas de catalasa, ureasa y oxidasa
confirman la identificacion (11) (Figura 1). La muestra mas habitual para el cultivo

es una biopsia a partir de mucosa gastrica.

Pruebas moleculares

Tras la extraccion del ADN desde la muestra biolégica (normalmente biopsia
gastrica, aunque también heces, saliva, agua, etc.) (134), es posible la aplicacion de
técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional o a tiempo real para la detecciéon del microorganismo, el estudio de
determinadas regiones de su genoma implicadas en la sensibilidad a los distintos
antimicrobianos y patogenicidad. Los principales objetivos de diagndstico
mediante PCR son:

- Deteccidn de genes especificos de la bacteria.

- Deteccion de factores de virulencia.

- Deteccién de mecanismos de resistencia.

- Como métodos de tipado para comparar aislamientos de H. pylori cultivados del
mismo paciente o de familiares.

Este tipo de técnicas moleculares presentan una alta sensibilidad y especificidad.
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3.1.6.2. Métodos no invasivos

Test del aliento

Es el método indirecto para detectar la ureasa de H. pylori. Consiste en la ingestion
de urea marcada con C!3 o C!*. Una vez en el estdbmago y en presencia de H. pylori
esta urea sera hidrolizada por la ureasa del microorganismo liberandose 13CO2 o
14C02 marcado que desde el estdbmago difunde a sangre, es transportado por ella a
los pulmones y de este modo es liberado con el aliento.

Existe un protocolo europeo que utiliza acido citrico (para retrasar el vaciamiento
gastrico y optimizar la absorcién de urea) y 13C cuya utilizaciéon aporta grandes
ventajas ya que se trata de un is6topo natural estable y no radiactivo, que puede
utilizarse tantas veces como sea necesario, incluso en niflos y mujeres
embarazadas.

Se considera uno de los métodos no invasivos mas seguros para detectar H. pylori.
La prueba del aliento indica una infeccién actual por la bacteria, ya que en una
infeccion pasada el resultado seria negativo. Por esto es ttil como seguimiento del
tratamiento realizado 4 a 6 semanas después de finalizado (135).

El empleo de antibiéticos o inhibidores de la bomba de protones (IBP) en los dias
previos puede ser el origen de resultados falsos negativos. Por ello, se recomienda
retrasar la prueba al menos un mes desde la finalizacion del tratamiento
antibiético, y al menos catorce dias desde que concluya la administracion de IBP. A
diferencia de las pruebas serolédgicas, la prueba del aliento confirma de modo
precoz la desaparicion de H. pylori tras el tratamiento. De ahi que deba ser

considerada como la técnica de eleccidn para confirmar la erradicacion.

42



Introduccién

C-urea
Ureasa
H. pyloni
*CO_ en aire

espirado “C0, + NH,

’l

Figura 4. Fundamento de la prueba del aliento con urea marcada con 13C.

Deteccion del antigeno de H. pylori en heces

La deteccién del antigeno en heces de H. pylori es un método directo no invasivo
que permite la deteccidon de antigeno de esta bacteria en muestras de heces. Los
tests de deteccion de antigenos se dividen en aquellos que utilizan anticuerpos
policlonales o monoclonales. Pueden existir pequefias diferencias entre ellos,
habiéndose obtenido mejores resultados con los anticuerpos monoclonales.

Por otra parte, estos tests también se clasifican segiin el método por el que se
llevan a cabo ELISA o inmunocromatografia.

Se ha descrito como valida para establecer el diagnoéstico inicial, verificar la
eficacia del tratamiento en las cuatro o seis semanas posteriores a su realizacion y
comprobar la reaparicién de una infeccién.

La técnica aporta una informaciéon muy valiosa por la facil obtencion y la
conservaciéon de la muestras, se puede realizar en cualquier laboratorio de
microbiologia y no necesita la colaboracion del paciente. Es muy util para nifios

pequefios (136-139).
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Serologia

Los métodos serolégicos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos frente
a H. pylori en suero. Estas técnicas unicamente indican una exposicion previa al
microorganismo, pero no discriminan entre personas con infeccidén activa e
individuos sanos con exposicion previa a la infecciéon. Se utiliza por tanto
especialmente en estudios epidemiolégicos. Los resultados de la serologia tienen la
ventaja de que no se ven afectados por un tratamiento reciente con antibioticos o
antiacidos.

H. pylori provoca una respuesta inmunitaria, tanto local como sistémica. El sistema
inmune responde con un aumento transitorio de IgM, seguido de un aumento de
anticuerpos de los tipos IgG e IgA que persisten durante la infeccion. Los nifios
pequefios presentan menor respuesta de anticuerpos, por lo que la sensibilidad de
las técnicas serologicas es baja en poblacidn pediatrica (140).

Puesto que los anticuerpos IgM se detectan sélo transitoriamente, tienen poco
valor para el diagndstico. La principal respuesta sistémica es de tipo IgG por lo que
la deteccion de estos anticuerpos es la mdas utilizada para el diagnédstico. La
deteccidn de anticuerpos especificos contra algunas proteinas del microorganismo,

como CagA y VacA puede tener especial interés en estudios sobre virulencia.

3.1.6.3. Estrategias de diagnostico

Las Sociedad Americana y Europea de Gastroenterologia sugieren dos estrategias
basicas para el manejo de la infeccién por H. pylori.

Estrategia test and treat (diagnosticar y tratar): se trataria de llevar a cabo un
método de diagndstico no invasivo (como por ejemplo, el test del aliento o la

deteccién del antigeno de H. pylori en heces) con la intencién de reducir el nimero
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de endoscopias. Esta estrategia se llevaria a cabo ante pacientes jovenes (menores
de 50 afios) con sintomas dispépticos y en ausencia de signos de “alarma”. Asi, los
pacientes infectados recibirian tratamiento erradicador para H. pylori, mientras
que en los enfermos no infectados se administraria tratamiento sintomatico.
Obviamente, en caso de no observarse una mejoria sintomatica seria necesario
realizar una gastroscopia, con la intencién de descartar otras patologias.

Estrategia test and endoscopy (diagnosticar y endoscopia): en este caso se
realizaria en primer lugar un método de diagnéstico no invasivo y posteriormente
se llevaria a cabo una endoscopia. Este abordaje se realizaria en pacientes mayores

de 50 afios o en pacientes con signos de “alarma” de cancer gastrico.

3.1.7. Tratamiento
3.1.7.1. Indicaciones de tratamiento
Teniendo en cuenta que una gran proporcion de la poblacién esta colonizada por
H. pylori pero que sélo un pequeiio porcentaje desarrolla manifestaciones clinicas,
resulta obvio que no sera necesario tratar a todos aquellos pacientes H. pylori
positivos. Por otra parte, también ha quedado demostrado que un porcentaje
importante de las ulceras pépticas, carcinomas y linfomas gastricos MALT esta
asociados con H. pylori. Por lo que las indicaciones para llevar a cabo el
tratamiento para erradicar esta bacteria, indicadas en el III Consenso de Maastrich
(141) son las siguientes:
Indicacién clara de tratamiento:

- Ulcera duodenal o tlcera gastrica (activa o no)

- Linfoma MALT

- Gastritis atroéfica

45



Introduccién

- Tras reseccidn de cancer gastrico
- Para prevencion de cancer gastrico
Indicacion fuerte para diagnosticar y tratar:
- Pacientes con familiares de primer grado que han padecido cancer gastrico

- Deseo del paciente

3.1.7.2. Pautas de tratamiento

Las pautas de tratamiento para erradicar H. pylori combinan 2 6 3 antimicrobianos
junto con un compuesto anti-ulceroso, que permite modificar el pH para que actuie
el antibidtico. La duracion de la terapia habitual ha sido de 7 a 10 dias.

Antes de iniciar una pauta de tratamiento se debe considerar el porcentaje de
resistencia a los antimicrobianos en esa poblacion o area geografica (142).
Sobretodo, se debe considerar la tasa de resistencia a claritromicina. En el
consenso de Maastrich IV (106) recomiendan pautas de tratamiento distintas en
funciéon de la tasa de resistencia de este antimicrobiano, clasificando las areas
geograficas como 4rea con alta tasa de resistencia (>20%) o area de baja tasa de
resistencia a claritromicina (<20%).

La triple terapia que incluye un inhibidor de la bomba de protones (IBP)
claritromicina y amoxicilina o metronidazol y fue propuesta en la primera
Conferencia de Maastrich (143) para tratar la infeccion por H. pylori se ha
convertido en universal, ya que fue recomendado por todas las conferencias de
consenso celebradas en todo el mundo. Sin embargo, datos recientes muestran que
esta combinacion ha perdido eficacia y la tasa de curacién alcanza a menudo un
maximo de 70% de los pacientes, que es inferior a la tasa de 80% que deberia

esperarse en una enfermedad infecciosa (144).
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Debido a que no se ha desarrollado ninglin nuevo antimicrobiano para esta
infeccion, se han llevado a cabo en los ultimos afios un gran nimero de estudios
utilizando diferentes combinaciones de antibidticos conocidos.

Los mejores resultados se obtuvieron el llamado 'tratamiento secuencial' que
incluye un periodo de 5 dias con IBP y amoxicilina, seguido por un periodo de 5
dias con metronidazol, IBP y claritromicina (145,146).

Otra de las pautas que se propuso fue la toma de los tres antibiéticos de forma
simultanea junto con un IBP (terapia cuadruple sin bismuto) (147,148).

A los pacientes adultos que son diagnosticados a través de pruebas no invasivas,
no se les realiza cultivo antes de la administraciéon de un primer tratamiento por lo
que los gastroenterologos han elaborado distintas lineas de tratamiento ordenadas
prioritariamente, por si la anterior falla (149-151). Si el tratamiento de eleccién
falla, se debe evitar repetir dos veces el mismo tratamiento y se recomienda

realizar estudios microbioldgicos (152,153).

Opcién Terapia Tratamiento Duracién del tratamiento
Primera Triple BAM/OAM/OCM 14 dias
Concomitante OCAM 3 a7 dias
Segunda Cuddruple BOMT 14 dias
Secuencial OA + (OCTn/OCM) 5 + 5 dias
Tercera Rescate OTM/BTM 10 a 12 dias
Cuarta  Casos refractarios OAR 14 dias

Tabla 2. Pautas para el tratamiento de la infeccion por H. pylori en adultos. A: amoxicilina,
B:compuesto derivado del bismuto, C: claritromicina, M: metronidazol, O: omeprazol, T:
tetraciclinas, Tn: tinidazol, L: levofloxacino, R: rifampicina/rifabutina.
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Por el contrario, en pediatria gastroenterolégica, aunque existen unas pautas de
tratamiento de la infeccién en nifios (154), se realiza en la mayoria de los casos
una endoscopia digestiva alta y, a partir de esta, se toma una biopsia (155), por lo
que se suele conocer la susceptibilidad antibiética a través de los antibiogramas
del aislado obtenido Esto permite aplicar la triple terapia, utilizando los dos

antibiéticos para los cuales el aislado en concreto se muestre susceptible in vitro

(87).
Primera Triple BAM/OAM 14 dias
Segunda Cuadruple BOMT (<8afios) 7 dias
Secuencial OA + (OCTn/OCM) 5 + 5 dias
Tercera Terapiade rescate OAR/OAL’ 14 dias

Tabla 3. Pautas para el tratamiento de la infecciéon por H. pylori en nifos. A: amoxicilina, B:
compuesto derivado del bismuto, C: claritromicina, M: Metronidazol, O: omeptrazol, T: tetraciclinas,
Tn: Tinidazol, L: levofloxacino, R: rifampicina, rifabutina. * Usado solo en pacientes pediatricos
mayores.

3.1.7.3. Antiacidos utilizados para erradicar H. pylori

Habitualmente se utilizan tres tipos distintos de fArmacos con actividad antiacida
(156):

- Compuestos de Bismuto: Citrato de bismuto coloidal y salicilato de bismuto.
Aumentan la produccién de moco y prostaglandinas por la mucosa gastrica, evitan
la unién de H. pylori a la superficie de la mucosa gastrica y destruyen la integridad
de la pared bacteriana. Pero se desconoce con certeza el mecanismo de accién de

estos compuestos.
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- Farmacos antagonistas de los receptores de histamina: Cimetidina, famotidina,
nizatidina, roxatidina, ebrotidina, ranitidina y ranitidina citrato de bismuto. Actian
en la membrana basolateral de la célula parietal gastrica como antagonistas
competitivos de la histidina sobre los receptores de histamina. Reducen, por tanto,
la secreciéon acida tanto basal como la estimulada por gastrina, histidina y
agonistas muscarinicos. No presentan actividad directa frente a H. pylori.

- Inhibidores de la bomba de protones: Omeprazol, lansoprazol, pantoprazol,
esomeprazol y rabeprazol. Actian en la célula parietal (membrana subapical).
Inhiben de forma reversible la enzima H-K ATPasa, bloqueando toda secrecién de
acido (157,158).

En las terapias erradicadoras iniciales, la mayoria de los autores que empleaban
IBP, prolongaban estos farmacos de dos a cuatro semanas mas tras la conclusion
del tratamiento antibiético. Sin embargo, diversos autores han demostrado que es
suficiente con el empleo de un IBP durante una semana, es decir, durante el
periodo de administraciéon de los antibidticos para obtener una elevada tasa de
cicatrizacion ulcerosa duodenal (159). Ello implica importantes beneficios, tanto
econdmicos, como de sencillez terapéutica. En la dlcera gastrica, sin embargo, se
carece de informacién para establecer recomendaciones definitivas al respecto.
Por otra parte, parece prudente que en una ulcera gastroduodenal que haya
sufrido complicaciones se administren antisecretores hasta confirmar la

erradicacidn de H. pylori.

3.1.7.4. Antimicrobianos utilizados para erradicar H. pylori
H. pylori es sensible a un gran numero de antibiéticos in vitro pero no todos

presentan eficacia in vivo. Los antimicrobianos que muestran eficacia clinica y que
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se utilizan o se pueden utilizar en los tratamientos para erradicar la infecciéon son

los siguientes:

-Amoxicilina: entre todos los betalactamicos ensayados in vitro s6lo amoxicilina
ha demostrado ser util en el tratamiento de la infeccién por H. pylori ya que es el
betalactdimico mdas estable en el medio 4acido y el que alcanza mayores
concentraciones en tejidos después de una dosis oral. Se utiliza en diferentes
pautas de tratamiento asociado a metronidazol, tetraciclina o claritromicina.

Los antibioticos betalactamicos actiian inhibiendo la formaciéon de la pared
bacteriana de los microorganismos. Se han descrito alteraciones de las PBPs,
concretamente en el gen pbp-1 A que se asocian con resistencia a este
antimicrobiano. Ademas de las alteraciones en las PBPs, se ha sugerido que la
reduccion de la permeabilidad o la expulsién activa pueden contribuir a producir

niveles mas altos de resistencia (160).

-Tetraciclina: Compuesto por una estructura tetraciclica, inhibe la sintesis
proteica al unirse a la subunidad 30S de forma que impide la unién del aminoacil-
ARNt al ARN mensajero. No pueden utilizarse en poblacion pediatrica ya que se
deposita en huesos y dientes (principalmente en fases de desarrollo) formando un
quelato con el calcio. El mecanismo de resistencia descrito para H. pylori consiste
en mutaciones puntuales en el gen 16S ARN en la posicion 926-928 (cambio de
AGA por TTC) (161). Cuando se lleva a cabo una unica sustituciéon se produciria
resistencia de bajo nivel; sin embargo, si se presentan 3 mutaciones la resistencia
seria de alto nivel. También se ha propuesto como mecanismo de resistencia la

reduccion de la permeabilidad, ya que algunas cepas resistentes no presentan las
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mutaciones descritas y muestran una disminuciéon de la acumulacién de la

tetraciclina. La resistencia a tetraciclinas de H. pylori es muy baja.

-Metronidazol: Es un antibiético nitroimidazolico, que necesita una reduccién
previa en el interior del microorganismo para que sea activo y se liberen los
intermediarios téxicos que realmente dafian el ADN bacteriano. Esta reduccion la
llevan a cabo proteinas del metabolismo anaerobio exclusivas de algunos parasitos
y bacterias anaerobias o microaerofilicas que actiian sobre el grupo nitro unido al
anillo imidazoélico. El metronidazol reducido produce pérdida de la estructura
helicoidal del ADN, rotura de la cadena e inhibicién de la sintesis de acidos
nucleicos y muerte celular. En H. pylori se ha descrito una piruvato flavodoxina
oxidorreductasa, que puede ser la proteina capaz de reducir el metronidazol y
otros posibles aceptores de electrones, como ferredoxina, flavodoxina, proteina
ferredoxina-like o NAD(P)H flavin nitrorreductasa.

El mecanismo de resistencia a metronidazol es menos conocido pero parece ser
que el principal mecanismo es la inactivacion del gen rdx, que codifica para una
nitrorreductasa insensible al oxigeno (162). La inactivacién se puede producir por
una mutacién puntual que crea un cod6n de terminacion adicional, dando lugar a
una proteina truncada o por la inserciéon de una secuencia IS605. Otros genes,
como frxA, fdxB, ribF o mdaB, pueden tener también implicacién en la resistencia

(163-166).

-Claritromicina: Es el macrélido mas utilizado por su mayor estabilidad en medio
acido (167). Los macrélidos inhiben la sintesis de proteinas mediante su accién a

nivel de los ribosomas bacterianos (168). Bloquean la funcién de la regién
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peptidiltransferasa del ARNr 23S, impidiendo la extension de las cadenas proteicas
y causando la liberacién de péptidos incompletos.

El mecanismo de resistencia a macrolidos observado en H. pylori es debido a una
mutacién en la secuencia de la region peptidiltransferasa del ARN ribosémico 23S

en la subunidad 50S (169-171).

-Furazolidona: los nitrofuranos tienen también buena actividad frente a H. pylori,
siendo furazolidona el mas eficaz en la curaciéon de la udlcera duodenal y en
erradicar H. pylori de la mucosa gastrica. El mecanismo de accién es similar al del
metronidazol: reduccion de la prodroga llevando a la formacién de radicales nitro
anidnicos y se produce dafio del ADN. El mecanismo de resistencia no se conoce

pero es diferente del de metronidazol porque la resistencia no es cruzada.

-Levofloxacino: Inhibe la replicaciéon del ADN bacteriano porque interacciona con
la topoisomerasa Il (responsable del superenrollamiento negativo del ADN) la cual
es un tetramero con dos subunidades A y dos subunidades B, codificadas por los
genes gyrA y gyrB. La funcion de estas enzimas es mantener una estructura que
facilite la replicacién y transcripcion. Estan contraindicadas en nifios y
embarazadas por su toxicidad a nivel articular.

En cuanto a los mecanismos de resistencia descritos principalmente son
alteraciones en alguna de las subunidades de la ADN-girasa, mutaciones en el gyrd
y gyrB. Otro mecanismo de resistencia de las bacterias a las quinolonas puede ser
por alteraciones de porinas, debido a la disminucién en la acumulacién de
antibiético, bien por descenso en la permeabilidad de la membrana externa o

mediante un incremento de la expresion de un sistema de expulsién activa.
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-Rifabutina: Es un antibidtico macrociclico derivado semisintético de la
rifampicina con la que comparte mecanismo de accion: inhibe la transcripcién
bacteriana por unién a la subunidad 8 de la ARN polimerasa. Ha demostrado

elevada eficacia en H. pylori (153).

3.1.7.5. Causas de fracaso del tratamiento

En el fracaso del tratamiento pueden intervenir factores relacionados con el
mismo tratamiento (dosis inadecuadas, una duracién incorrecta del tratamiento y
el tipo y la dosis del inhibidor de la bomba de protones), factores del paciente
(falta de adherencia al tratamiento) o factores de las cepas (172). Entre los
factores del microorganismo es muy importante la resistencia a los antibi6ticos y

quiza las caracteristicas particulares de la cepa (173).

3.1.8. Deteccion de resistencias

La deteccién de resistencias frente a los antimicrobianos disponibles para el
tratamiento puede realizarse mediante métodos fenotipicos (basados en la
apariencia macroscopica tras el cultivo de la bacteria) o genotipicos (basados en la
deteccidn de los genes y las mutaciones implicadas en la resistencia). Los métodos
fenotipicos tienen como inconvenientes el lento crecimiento de H. pylori y la facil
contaminacioén de los cultivos. Los métodos genotipicos son mas rapidos, tienen
buena correlacion con los fenotipicos y son capaces de detectar infecciones mixtas

por cepas sensibles y resistentes.
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3.1.8.1. Métodos fenotipicos

-Dilucién en agar: Es considerado como el método fenotipico de referencia por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (174). Permite conocer la
concentracion minima inhibitoria (CMI), sin embargo, es un método poco util para
realizarlo de forma rutinaria, ya que es laborioso y poco rentable si se estudian
pocas cepas. Se utiliza sobretodo para realizar estudios para conocer la tasa global
de resistencia en un area determinada.

-Difusion con disco: Se trata del método fenotipico mas facil y barato para
determinar la sensibilidad in vitro. Sin embargo los resultados que se obtienen no
siempre se correlacionan con los obtenidos por el método de dilucién en agar. Se
ha observado buena correlacion para levofloxacino (175), metronidazol y
claritromicina y una débil correlacién para amoxicilina y tetraciclina (176).
-Método del epsilometro (ETest): es un método fenotipico cuantitativo basado
en la difusiéon, que permite conocer la CMI. Este método esta especialmente
recomendado para determinar la sensibilidad de microorganismos fastidiosos y
cuando se prueban pocos antibidticos. La British Society for Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC) (177) y el European Comittee of Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (178) recomiendan este método para detectar la

resistencia en H. pylori.

Figura 5. Determinacion de la sensibilidad de H. pylori por el método del epsilémetro.
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3.1.8.2. Métodos genotipicos

Las técnicas de biologia molecular como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) permiten la deteccion de mutantes que confieren resistencia a determinados
antibiéticos. En el caso de H. pylori estas técnicas resultan principalmente tutiles en
el estudio de sensibilidad frente a claritromicina y fluorquinolonas debido a que:

- Para claritromicina un alto porcentaje de las resistencias se deben a mutaciones
localizadas en dos Uinicos puntos: las posiciones 2142y 2143.

- Para fluorquinolonas un porcentaje importante de las resistencias se debe a
mutaciones en los nucle6tidos que codifican los aminoacidos de las posiciones 87,
88,91y 97 de la ADN girasa.

Por tanto, las ventajas de los métodos moleculares para la detecciéon de
resistencias frente al cultivo son principalmente su rapidez, buena correlacién y la
eliminacion del peligro de contaminacién, pero como inconveniente que, de
momento, no se puede utilizar rutinariamente para estudiar todos los antibidticos
con actividad frente a H. pylori.

Actualmente existen kits comerciales, basados en la PCR en tiempo real, disefiados
para detectar la presencia de mutaciones relacionadas con la resistencia a la

claritromicina (179).
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3.2. Microbioma

3.2.1. Generalidades

Una enorme cantidad de microorganismos colonizan y forman comunidades
complejas en el cuerpo humano. Estas comunidades incluyen eucariotas, arqueas,
bacterias y virus. Esta microbiota se encuentra en diversos sitios del cuerpo
humano (piel, boca, vias respiratorias, vagina, tracto gastrointestinal) con
diferentes condiciones fisiolégicas y como resultado diferentes microbiotas
(Figura 6). Por otra parte, la microbiota de las distintas partes del cuerpo humano
juega un papel importante en la salud humana, tanto en el metabolismo, en la

homeostasis del sistema inmune, y en la resistencia a la colonizacion (180).
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Figura 6. Distribucion de los filos bacterianos mas abundantes en los distintos sitios anatémicos
del cuerpo humano.

El hecho de que los distintos microorganismos prosperen en un area determinada
depende de factores fisiolégicos tales como la temperatura, la humedad y la

presencia de determinados nutrientes y sustancias inhibitorias.
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Se estima que el nimero medio de células bacterianas en el cuerpo humano es diez
veces el numero de células humanas. Sin embargo, debido a su pequeio tamafio, la
microbiota humana supone solamente un 1-3% de la masa corporal.

Estos microorganismos generalmente no son perjudiciales para nosotros, de
hecho, son esenciales para mantener la salud. Por ejemplo, producen algunas
vitaminas que nosotros no podemos sintetizar, rompen nuestra comida para
extraer los nutrientes que necesitamos para sobrevivir, ensefian a nuestro sistema
inmunolégico cémo reconocer invasores peligrosos e incluso producen
compuestos antiinflamatorios. Un nimero cada vez mayor de estudios han
demostrado que los cambios en la composicion de nuestro microbiota se
correlacionan con numerosos estados de enfermedad, aumentando la posibilidad
de que la manipulacién de estas pueda ser utilizado para tratar la enfermedad.

En 2008 los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH) lanzaron un
proyecto de colaboracion internacional llamado “The human microbiome proyect”
cuyas siglas en ingles son (HMP), este proyecto tiene como objetivo generar
recursos que permitan la caracterizacién integral del microbioma humano y el
analisis de su papel en la salud humana y la enfermedad.

La microbiologia tradicional se ha centrado en el estudio de las especies
individuales como unidades aisladas. Sin embargo, la gran mayoria de especies
microbianas nunca se han aislado con éxito como especimenes viables para el
analisis, presumiblemente debido a que su crecimiento es dependiente de un
microambiente especifica que no ha sido, o no se puede, reproducir
experimentalmente. Los avances en las tecnologias de secuenciaciéon de ADN han
creado un nuevo campo de investigacion, la metagendémica, lo que permite un

examen exhaustivo de las comunidades microbianas, sin necesidad de cultivo. En
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vez de examinar el genoma de una cepa bacteriana que se ha cultivado en un
laboratorio, el enfoque de la metagen6mica examina la coleccién de genomas
derivados de las comunidades microbianas muestreados de entornos naturales.
Llegado a este punto, hay que saber diferenciar dos términos: Microbiota y
microbioma. La microbiota normal o flora microbiana normal es el conjunto de
microorganismos que se localizan de manera normal en distintos sitios del cuerpo
humano. Sin embargo el microbioma es un término utilizado para hacer referencia
al conjunto de los genes de todos los microorganismos componentes de la
microbiota.

La determinacion mas comun del microbioma consiste en la extraccion del ADN de
una muestra biolégica, seguido de la amplificaciéon y secuenciacién de los genes
que codifican para la subunidad 16S del ARN ribosomal. Su aplicacién como
crondmetro molecular fue propuesta por Carl Woese (Universidad de Illinois) a
principios de la década de 1970 (181). Las caracteristicas para ser considerada
como cronémetro molecular son (182):

1. Se trata de una molécula antigua que esta presente en todas las bacterias
actuales. Por lo que constituye una diana universal para la identificacién
bacteriana.

2. Su estructura y funcién han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente
cambios aleatorios.

3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar
informacion acerca de todos los procariotas. Sin embargo, presenta variabilidad
suficiente para diferenciar no sélo los organismos mas alejados, sino también los

mas proximos.
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4. El tamafio relativamente largo de los ARNr 16S (1.500 nt) minimiza las
fluctuaciones estadisticas.

5. La conservaciéon en estructura secundaria puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso.

6. Dado que resulta relativamente facil secuenciar los ADNr 16S existen bases de

datos muy extensas, en continuo crecimiento.

3.2.2. Microbioma oral

En cuanto al microbioma oral, segin el “Human Oral Microbiome Database”
(HOMD) (183) hay aproximadamente 700 especies procariotas presentes en la
cavidad oral humana. Aproximadamente el 49% son especies conocidas
oficialmente, el 17% no tienen nombre (pero han sido cultivadas) y el 34% son
conocidos sé6lo como filotipos no cultivados.

La cavidad oral representa el 26% del microbioma humano y contiene un nimero
de diferentes hdabitats, incluyendo dientes, surco gingival, lengua, mejillas, paladar
duro y blando, amigdalas, etc., todos ellos colonizados por bacterias con
caracteristicas diferentes, que se suelen presentar como peliculas bacterianas mas
que como entes aislados.

La microbiota bucal puede verse alterada con la incorporacién de diversas
bacterias oportunistas que modifican sus caracteristicas iniciales y pueden ayudar
a la formacidn de diferentes placas bacterianas que se suelen adherir a los dientes
en forma de biofilm. Asi, un biofilm cariogénico, puede metabolizar los azlcares de
la dieta, producir acidos organicos que desmineralizan la superficie dental y
favorecer la caries. Otro tipo de biofilm, caracterizado por microorganismos

periodontopatégenos, puede provocar una gingivitis o algiin tipo de periodontitis.
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En una boca sana suele haber unos 600 microorganismos diferentes. Sin embargo,
en presencia de una patologia suele disminuir drasticamente ese ntimero. Por
ejemplo, en el caso de la caries, la disminucién es de 600 a 160 aproximadamente,
desapareciendo sobre todo las mas resistentes a la acidez, lo que induce a pensar,
que por una parte las especies que desaparecen pueden tener un papel protector y
por otra parte la adiciéon de probidticos podria ser util para la prevencion o el
tratamiento de las correspondientes patologias.

Estudios recientes del equipo del Dr Alex Mira, han descubierto una nueva especie
bacteriana de la cavidad oral, bautizada como Streptococcus dentisani que produce
unos péptidos (bacteriocinas) que aniquilan a las bacterias causantes de la caries
(184). Por ello, el grupo del Dr. Alex Mira no es partidario del uso de antibioticos
que destruyen la flora bacteriana oral, sino de favorecer la colonizacién bucal
mediante bacterias beneficiosas para conseguir una microbiota saludable que

impida la formacién de las caries.

3.2.3. Microbioma esofagico

En cuanto al microbioma esofagico algunos autores plantean que no existe una
colonizaciéon permanente ya que el eséfago es un conducto virtual (estd colapsado
por la musculatura que lo rodea para evitar regurgitaciones), por lo que la comida
se abre paso a su través y arrastra a los posibles microorganismos que pudieran
intentar establecerse en é1 (185).

Sin embargo, otros autores defienden que el microbioma esofdgico es un
microbioma permanente en el que domina principalmente el filotipo Firmicutes
(186) aunque también se encuentran presentes microorganismos de los siguientes

phyla: Bacteroides, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, and TM7. Los
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géneros mas prevalentes son Streptococcus, Rothia, Veillonella, Granulicatella and
Prevotella (187).

Estudios recientes describen que el microbioma esofagico puede estar alterado en
diversas patologias como en la esofagitis eosinofilica (186,188) o en el reflujo

esofagico (189).

3.2.4. Microbioma gastrico

Durante muchos afios el estdmago fue considerado como un 6rgano estéril sin una
flora normal y solo con una microbiota transitoria asociada con la ingestién de
comida. De hecho se pensaba que debido a las secreciones gastricas del estobmago,
ningin microorganismo podria sobrevivir debido a las condiciones acidas del
medio (190). Esta corriente cambi6, cuando en 1875 se visualizaron por primera
vez unos bacilos Gram negativos con forma de espiral, lo que actualmente
conocemos como H. pylori. El hecho de que esta bacteria pueda sobrevivir en el
estbmago, nos lleva a pensar a que tal vez otras bacterias también se puedan
adaptar a las condiciones adversas del estdbmago. Ademas con la llegada de la
metagenomica, hemos podido estudiar este nicho ecolégico, comprobando que no
solo H. pylori puede estar presente en el estomago. Los filotipos mas abundantes
en el estdbmago que suponen un 97% de las secuencias son Proteobacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacteria.

3.2.5. Microbioma intestinal
Nuestra microbiota intestinal contiene 100 billones de microorganismos,

incluyendo como minimo 1.000 especies diferentes de bacterias que comprenden
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mas de 3 millones de genes, 150 veces mas que en el genoma humano. De hecho, la
microbiota intestinal puede pesar hasta 2 kg (191).
La mayoria de las especies de nuestra microbiota intestinal pertenecen a los
filotipos Firmicutes y Bacteroidetes y alcanza las concentraciones mas elevadas en
el {leon terminal y sobretodo en el colon (192,193). Ademas, la mayoria de las
personas comparten una microbiota que constituye el ntcleo de la misma y que
comprenden de 50 a 100 especies de bacterias, es decir, solo un tercio de nuestra
microbiota intestinal es comun a la mayoria de la gente, mientras que los otros dos
tercios son especificos en cada persona. El colon es el mayor lugar de colonizacidn,
con un contenido de 1,5 kg de masa microbiana, que equivalen a 1014
microorganismos (194,195). La composicién de la microbiota varia a lo largo del
tracto gastrointestinal en sus diferentes porciones (196).
La mayoria de los estudios sobre la microbiota intestinal estdn basados en el
analisis de las heces, ya que se trata de una muestra cuya recoleccién es sencilla y
no invasiva. Las bacterias detectadas en las heces son una mezcla de las bacterias
de la luz intestinal y de aquellas libres o mal adheridas a la mucosa. Por lo que, esta
microbiota podria no representar a todas las comunidades bacterianas que viven
en el tracto gastrointestinal. Por otra parte un almacenamiento de la muestra
inadecuado o un retraso en el procesamiento, puede ser clave a la hora de poder
detectar microorganismos especialmente labiles como los anaerobios (197).
Aunque cada uno de nosotros tiene una microbiota Unica, nuestra microbiota
intestinal cumple distintas funciones fisiolégicas, con un impacto directo en
nuestra salud, como por ejemplo:

» Ayuda al cuerpo a digerir ciertos alimentos que el estdbmago y el intestino

delgado no son capaces de digerir.
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= Contribuye a la produccion de algunas vitaminas (B y K).

» Ayuda a combatir las agresiones de otros microorganismos, manteniendo la
integridad de la mucosa intestinal.

* Desempefa un papel importante en el sistema inmune, actuando como
efecto barrera.

*» Una microbiota intestinal saludable y equilibrada es fundamental para

asegurar una funcién digestiva adecuada.

En Diciembre de 2013, se desarroll6 un proyecto “MyNewGut” financiado por la
Unién Europea que investiga la influencia del microbioma intestinal en la salud y el
bienestar. Este proyecto, pretende estudiar y desarrollar estrategias dietéticas que
ayuden a la prevencién de la obesidad y de trastornos del comportamiento

relacionados con el estilo de vida.

3.2.6. Evolucion de la microbiota intestinal a lo largo del tiempo

Antes del parto, el feto crece y se desarrolla en el Gtero materno en un ambiente
estéril (198). Sin embargo, tras el inicio del parto, el recién nacido es rdpidamente
colonizado por microorganismos: los de la madre (vaginal, heces, piel, pecho...), los
del entorno en el que tiene lugar el nacimiento, el aire, etc. Desde el tercer dia, la
composicion de la microbiota intestinal depende directamente de como el bebé es
alimentado: la microbiota intestinal de los bebés con lactancia materna, por
ejemplo, estard dominada principalmente por bifidobacterias, y difiere de la de los
bebés alimentados con lactancia artificial. Se considera que la microbiota se

estabiliza alrededor de los 3 afios y que a partir de ese momento ya es similar a la
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de los adultos, continuando su evolucién a un ritmo mas estable durante el resto

de la vida.

3.2.7. Técnicas de estudio de microbioma: Metagenémica

Durante décadas, el estudio de la microbiota bacteriana se ha realizado a través de
técnicas dependientes de cultivo que involucran el aislamiento y el cultivo de
microorganismos previo a su identificacion de acuerdo a caracteristicas
morfologicas, bioquimicas y genéticas. Se estima que hasta 99% de los
microorganismos observables en la naturaleza de forma tipica no pueden
cultivarse por técnicas estandar (199).

La aparicién de las técnicas moleculares ha ocasionado un cambio profundo,
permitiendo la identificaciéon de microorganismos no cultivados y establecer entre
ellos relaciones filogenéticas (200,201).

La metagenomica es una nueva aplicacion de la Biologia Molecular, que permite el
estudio desde un punto de vista genémico de comunidades microbianas, a partir
de ADN genémico extraido de muestras sin que hayan sido cultivadas en el
laboratorio. El desarrollo en los ultimos afios de las técnicas de secuenciacién
masiva o NGS (Next Generation Sequencing) permiten actualmente obtener
millones de secuencias de ADN a una velocidad sin precedentes y a un coste cada
vez mas reducido.

Las NGS se caracterizan por la secuenciacién al azar de miles de fragmentos. Estas
se clasifican en NGS de segunda y tercera generacion segiin requieran un paso de
amplificacion clonal previo a la secuenciacién o no, respectivamente. En las NGS de
segunda generacion, la amplificacién clonal se puede realizar mediante PCR en

emulsion (454, Solid, Ion torrent) o en puente (Illumina). Las cuatro plataformas
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principales de secuenciacion de segunda generacion se diferencian en las quimicas

de deteccién, rendimientos y costes y son las siguientes:

-Roche/454FLX: esta plataforma utiliza una técnica de pirosecuenciacion del
ADN. Se trata de una técnica basada en la polimerizacién no fluorescente que mide
la liberacién de pirofosfato en una reaccion de polimerizaciéon mediante una serie
de reacciones enzimaticas acopladas que liberan luz cada vez que se incorpora un
nucleétido; producen una imagen que se analiza para proporcionar flujogramas
que, una vez interpretados por el ordenador, devuelven las secuencias de
nucleétidos. Su gran ventaja es la longitud de las lecturas generadas, permite
secuenciar fragmentos de alrededor de 400 pares de bases, lo que la convierte en
una técnica idénea para la secuenciacion de novo. Pero su gran inconveniente son

los costes y la dificultad de secuenciacion de regiones homopoliméricas.

-Illumina (MiSeq, HiSeq y NextSeq): utiliza también un método basado en la
polimerizaciéon del ADN, pero con la incorporaciéon de nucledtidos marcados con
fluorescencia y protegidos de forma reversible para impedir la extension de la
cadena naciente. La eliminacién controlada del grupo protector tras la deteccion,
permite realizar varios ciclos de extensién y aumentar la longitud de los
fragmentos generados. Esta técnica es una de las mas potentes en cuanto a
informacion generada y costes. Permite secuenciar fragmentos de 150 +150 pares

de bases.
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-SOLiD: El sistema SOLiD (Life Technologies) es una tecnologia de secuenciacién
por ligacion de una bateria de octameros marcados con fluorescencia y de

secuencia conocida. Permite secuenciar fragmentos de 75+35 pares de bases.

-lon Torrent: se basa en la deteccién de iones H+ liberados por la polimerasa tras
la incorporaciéon de un nucleétido. De esta forma, se puede ahorrar costes y tiempo
respecto a otras tecnologias. Permite secuenciar fragmentos de 100 pares de

bases.

Recientemente se estdn desarrollando nuevas plataformas, llamadas de tercera
generacion:

-HeliScope de Helicos BioSciences: se basa en la secuenciaciéon de billones de
pequefias moléculas unicas de ADN adheridas a una superficie sélida. El
procedimiento es similar al de [llumina pero se utiliza un mismo fluoréforo y los

nucleodtidos son suministrados individualmente en un orden predeterminado.

-PacBio (Pacific Biosciences) se caracteriza por la longitud las lecturas, que
pueden alcanzar mas de 1.000 nucledtidos. Esta técnica ancla la ADN polimerasa a
una superficie so6lida (nanoporo) y realiza una secuenciacion basada en

fluorescencia de 4 colores en tiempo real.

3.2.8. Analisis bioinformatico de los datos
El continuo desarrollo de las plataformas de secuenciacién de alto rendimiento ha
dado lugar a un incremento vertiginoso en la cantidad de datos gendmicos

generados, que un ordenador comun no puede manejar (202). A diferencia de los
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sistemas de secuenciacion tradicionales, estas plataformas son capaces de generar

paralelamente, y de forma masiva, millones de fragmentos de ADN en un dnico

proceso de secuenciacién en un tiempo récord y por coste cada vez mas reducido.

Por ello, una parte muy importante en el esquema de trabajo de un experimento de

NGS es el analisis computacional .

Las ciencias informaticas han tomado una relevancia critica en la NGS en el sentido

de que sus capacidades son esenciales para manejar y analizar datos biolégicos.

Algunas de las plataformas informaticas que existen son:

R: es un entorno y un lenguaje para el calculo estadistico y la generacién de
graficos. Este programa estadistico ofrece un lenguaje de programacion
completo con el que afiadir nuevas técnicas mediante la definicién de
funciones. Es decir, provee un acceso relativamente sencillo a una amplia
variedad de técnicas estadisticas y graficas.

QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology): es una plataforma
bioinformatica, gratuita, que contiene distintas herramientas para analizar
y comparar distintas comunidades microbianas. Esta plataforma esta
disefiada para permitir a los usuarios obtener graficos y estadisticas de
calidad de publicacion a partir de los datos de secuenciacién generados en
[llumina o en otras plataformas.

Galaxy: es una plataforma online que ofrece una serie de recursos para el
andlisis metagen6mic y el andlisis funcional, destinados tanto a la
investigacion como a el uso académico.

Ribosomal DataBase Project (RDP): es una base de datos del gen 16S ARNT,
que ademas contiene herramientas para analizar secuencias del gen 16S

ARNr.
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3.2.9. Medidas de la diversidad

La medida de la diversidad es importante para entender la estructura de las
comunidades microbianas. La caracterizacién de las comunidades microbianas
utilizando secuencias de la subunidad pequefia del gen 16S ARN ribosomal ha
revelado una amplia diversidad, anteriormente insospechable, especialmente
ahora que las plataformas de secuenciacion permiten producir cientos de miles de
secuencias de cientos de muestras.

Ademas del significado que tiene en si misma la diversidad, es también un
parametro util en el estudio y descripcién de las comunidades microbianas. En este
sentido Whittaker introdujo en 1972 los términos de alfa y beta diversidad que
hoy nos van a servir para poder comparar la diversidad de las distintas
comunidades microbianas (203).

Podemos definir la diversidad alfa, como la riqueza de especies de una comunidad
a la que consideramos como homogénea (204). Esta diversidad puede ser medida
seglin el nimero de especies presentes o bien seglin la distancia filogenética que
hay entre estas especies.

En cuanto a la diversidad beta, mide la diversidad entre varias muestras. Es decir,
mide las diferencias en la composicién bacteriana de dos o mas muestras. Estas
diferencias podran ocurrir en el espacio, cuando las mediciones se hacen en sitios
distintos en un mismo tiempo, o el en tiempo, cuando las mediciones se realizan en
el mismo sitio pero en distintos tiempos.

La beta diversidad se puede medir de forma cuantitativa (weighted) o cualitativa
(unweighted), en la primera se considera la abundancia de los microorganismos
observados, mientras que en la segunda solo se tiene en cuenta la presencia o

ausencia.
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3.2.10. Composicion taxonémica de las comunidades microbianas

Como hemos visto anteriormente, el gen 16S es comun en todas las bacterias y
contiene regiones constantes y variables, por tanto, la similitudes y diferencias en
la secuencia de nucledtidos del gen 16S permiten la caracterizaciéon taxonémica de
las bacterias que componen una comunidad, pudiendo discernir entre estratos de
dominio y phylum hasta nivel de género y en algunos casos, especie. La descripcion
del perfil taxon6mico, se basa en la comparacion de las secuencias del gen 16S de

la muestra a estudiar con las secuencias de referencia de bases de datos.

3.2.11. Heatmap

Un heatmap o mapa de calor es un grafico en el que se resaltan mediante un c6digo
de colores la abundancia relativa de los diferentes taxa en cada muestra. Los
heatmaps son increiblemente utiles para la presentacién visual de los datos
obtenidos por secuenciaciéon de alto rendimiento. Estos graficos pueden variar
desde bloques muy simples de color con listas a lo largo de 2 lados, o pueden
incluir informacién acerca de la agrupaciéon jerdrquica, y / o valores de otras

covariables de interés.

3.2.12. LEfSe (LDA Efect Size)

LEfSe es una técnica estadistica multivariante cuya finalidad es describir si existen
diferencias significativas entre grupos, sobre los que se estudian n variables
(variables discriminativas). Es un algoritmo para el descubrimiento de
biomarcadores y la identificaciéon de caracteristicas genémicas (genes, pathways o

taxa) estudiando la diferencia entre dos o mas condiciones bioldgicas.
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Esta herramienta identifica primero de forma robusta las caracteristicas que son
estadisticamente diferentes entre las clases bioldgicas. A continuacion, realiza
pruebas adicionales para determinar si estas diferencias son consistentes con

respecto al comportamiento biolégico esperado (205).

3.2.13. PICRUST (Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States)

PICRUST es un software de bioinformatica disefiado para predecir el contenido del
metagenoma del gen marcador (16S ARNr). Esta plataforma realiza la predicciéon
metagenomica basandose en la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(206). Los pathways de la KEGG se desarrollan a partir del conocimiento

experimental de la literatura publicada.
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4. OBJETIVOS

1. Determinar el estado de infeccion de H. pylori, mediante una PCR
cuantitativa en tiempo real especifica para esta bacteria comparando los
resultados con los obtenidos con las técnicas convencionales realizadas

sobre biopsia gastrica en una poblacion pediatrica.

2. Analizar las diferencias en las caracteristicas demograficas y clinicas (sexo,
edad, indice de masa corporal, inflamacién gastrica) en los pacientes
pediatricos positivos y negativos para H. pylori, y en la carga bacteriana de

H. pyloriy de bacterias totales en las biopsia gastricas.

3. Aportar informacién sobre el microbioma que coloniza la cavidad gastrica
de pacientes pediatricos infectados/colonizados por H. pylori
comparandolo con el de los no colonizados, mediante la medida de la alfa
diversidad (diversidad en una muestra) y de la beta diversidad (diversidad
entre muestras). Analizar los resultados obtenidos en funcién de las

caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes.

4. Realizar el estudio taxonémico del microbioma gastrico para determinar la
diferente abundancia relativa de comunidades microbianas entre los
pacientes positivos y negativos para H. pylori y las caracteristicas
demograficas y clinicas, y analizarlo mediante el analisis LEfSe (LDA Effect

Size) y mediante la realizacion de un mapa de calor (heatmap).
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5. Estudiar el microbioma intestinal de los pacientes pediatricos incluidos en
este estudio, agrupandolos en funcién de su estado frente a H. pylori y de
diferentes caracteristicas clinico-demograficas y analizar la alfa y la beta

diversidad, asi como la composicién taxonémica.

6. Comparar la composicién bacteriana del microbioma gastrico con la del
microbioma intestinal mediante un estudio conjunto de la alfa y beta
diversidad y de andlisis taxonémico, asi como cuantificar la densidad de
bacterias totales mediante PCR cuantitativa basada en el 16S ARNr en estos

dos tipos de muestras.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Seleccion de pacientes y muestras
Se estudiaron 51 pacientes desde octubre de 2013 hasta enero de 2014, que fueron
atendidos en la Seccion de Gastroenterologia Pediatrica del Hospital Nifio Jesus y
del Hospital Doce de Octubre por presentar sintomatologia digestiva. Se
recogieron datos demograficos y clinicos de cada uno de los pacientes, incluyendo:
peso y talla, sexo, nacionalidad, tipo de parto (natural o cesarea), tratamiento
previo y sintomatologia.
Los criterios de inclusion en la seleccién de pacientes fueron:
- Pacientes con sospecha de infeccion por H. pylori y prueba del aliento
positivo. Menores de 18 afios.
- Pacientes de grupo control: pacientes con prueba del aliento negativo.
Menores de 18 afios.
Los criterios de exclusion fueron:
- Pacientes con tratamiento antibiético anti-Helicobacter pylori en el dltimo
mes.
- Pacientes con tratamiento antibiético por cualquier motivo en las ultimas 2
semanas.

- Pacientes con tratamiento con probidticos en las ultimas 2 semanas.

Se realiz6 una endoscopia digestiva de estos pacientes, con la consiguiente toma de
biopsia gastrica para estudio de H. pylori y estudio de microbioma gastrico. En el
momento de la endoscopia se recogié un exudado rectal para estudio del

microbioma intestinal.
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5.2. Transporte de las muestras

Las biopsias obtenidas de pacientes sintomaticos mediante endoscopia se
recogieron en un tubo estéril y fueron enviadas a una temperatura de 4°C al
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de La Princesa donde fueron
procesadas en menos de 3 horas. En caso de que el envio y recepcion de la muestra
fueran a superar las 24 horas las muestras se congelaron a -80°C para mantener su
viabilidad.

El exudado rectal y una segunda biopsia se enviaron al laboratorio de investigacion
del VA Medical Center, Nueva York, donde se llevd a cabo el estudio del
microbioma. Este envi6 se realizé con hielo seco, de forma que se mantuvo la

cadena de frio.

5.3. Procesamiento de las muestras para el diagndstico de H. pylori

5.3.1. Testrapido de la ureasa (TRU)

El Test Rapido de la Ureasa (TRU) (CLOtest, Kimberly-Clark) se realizé en el
momento de la endoscopia. La biopsia de antro gastrico fue introducida en el kit, se
dejé a temperatura ambiente y se observé a las 3 horas siguientes y hasta un
maximo de 24 horas para evidenciar un cambio de color de amarillo a rosa, que se

considera positivo (207).

5.3.2. Cultivo
El cultivo se realizé en aquellos pacientes que fueron positivos por el TRU (n=17),
y en 5 pacientes en los que el pediatra tenia alta sospecha clinica, a pesar de que el

TRU habia sido negativo.
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Para la realizacién del cultivo, cada biopsia se sembré por rotacién repetida con
ayuda de una torunda sobre la superficie de dos medios de cultivo comerciales:

-Una placa de Agar Sangre (Columbia Agar con 5% de sangre de oveja;

BioMerieux).

- Una placa de medio selectivo, Agar Pylori (Pylori Agar; BioMeérieux).
Ambos tipos de placas se incubaron a 37°C en una atmoésfera de microaerofilia (5%
02, 10% CO2, 85% Nz) durante 15 dias a lo largo de los cuales fueron revisadas
periddicamente para detectar la presencia de colonias pequefias y translicidas
compatibles con el aspecto y morfologia de H. pylori.

Una vez extendida la biopsia sobre la superficie del agar, la biopsia restante se
congel6 a -80°C para estudios posteriores.

Las colonias sugestivas por tamafio, forma y aspecto fueron confirmadas como
colonias de H. pylori por ser positivas para las pruebas bioquimicas de la ureasa,
catalasa y oxidasa y al observarse microscépicamente bacilos con forma espiral

Gram negativos.

5.3.3. Histologia

La evaluacion histopatolégica de las biopsias de antro gastrico fue realizada
siguiendo los procedimientos habituales, preparando secciones histologicas y
tinéndolas con hematoxilina-eosina. Todas las preparaciones histolégicas fueron
revisadas por un patélogo que desconocia el resto de resultados diagnoésticos. El
test fue considerado como positivo para H. pylori cuando se observaron bacilos con
forma espiral. Se recogié el grado de inflamaciéon y la patologia asociada. Los
resultados se informaron siguiendo la versién actualizada del sistema de Sydney

(208).
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5.3.4. PCR cuantitativa especifica para H. pylori

Se realiz6 una PCR cuantitativa especifica para H. pylori. Se utilizaron los primers
que indicaban en el protocolo del laboratorio del Dr. Guillermo Pérez y Dra. Gao
(NYU Langone Medical Center, Nueva York).

La curva de calibracion se prepar6 con la cepa de H. pylori 26695. Los ensayos se
realizaron utilizando el sistema de Roche LightCycler 480 II. El ensayo se llevd a
cabo en duplicado y los resultados se analizaron utilizando el programa
LightCycler480 II (Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN).

La sensibilidad y especificidad de la qPCR como método diagnostico se calculd
considerando todos los Cp (Crossing point) posibles. Se realiz6 una curva ROC y se
eligi6 el Cp con mayor sensibilidad y especificidad.

Utilizamos el valor Cp (crossing point) de 35 como punto de corte, de tal forma que
los resultados con valor Cp por debajo de 35 son positivos y por encima de 35 son
negativos (Gao and Llorca et al,, unpublished data). Informaciéon mas detallada se
encuentra en el apartado PCR Cuantitativa.

Para la determinacion del punto de corte que permitia indicar el estado de
positividad frente a H. pylori mediante la PCR cuantitativa especifica para este
microorganismo, se seleccionaron las muestras que cumplieron uno de los
siguientes criterios:

-Verdadero positivo: cuando todos los métodos realizados (Test Rapido de la
ureasa, cultivo e histologia) fueron positivos (n=8).

-Verdadero negativo: cuando todos los métodos realizados (Test Rapido de la

ureasa, cultivo e histologia) fueron negativos (n=27).
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5.4. Estudio fenotipico de la sensibilidad

En todas las biopsias en las que se aislé H. pylori se estudié la sensibilidad in vitro
por difusiéon en placa mediante ETest frente a los antibidticos mas cominmente
utilizados en clinica: claritromicina, metronidazol, amoxicilina, tetraciclina,
rifampicina y levofloxacino. Los ETest fueron depositados sobre placas de agar
sangre previamente inoculadas con torunda.

Las placas se incubaron en atmdsfera microaerofilica leyéndose inicialmente a los

tres dias y definitivamente a los cinco. En dicha lectura se utilizaron los puntos de

corte establecidos por el EUCAST:

CMI (mg/L)
Antibiético
Sensible <= Resistente >

Amoxicilina 0.12 0.12
Claritromicina 0.25 0.5
Levofloxacino 1 1
Metronidazol 8 8
Rifampicina 1 1
Tetraciclina 1 1

Tabla 4. Puntos de corte segiin EUCAST
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5.5. Extraccion de ADN

5.5.1. Extraccion de ADN a partir de biopsias gastricas

En las muestras de biopsias gastricas la extraccion del ADN se efectué con
UltraClean®Tissue&Cells DNA Isolation Kit (MoBioLaboratories, Inc. California,
USA), siguiendo las instrucciones el protocolo indicado por la casa comercial:

1. Homogenizacién: Se afiade la biopsia a los “DryBeadTubes”. Son tubos
proporcionados en el kit que van precargados con perlas para la lisis y
homogenizacién de la muestra. Posteriormente se afiade 700 pl de la
SoluciénTD1, 15 pl de la proteinasa K, se homogeniza con PowerLyzer™?24
y por ultimo se centrifuga.

2. Union del ADN: se transfiere todo el volumen de muestra a un eppendorf
con filtro que incluye el kit. Se trata de unos eppendorfs con una membrana
de silice en su interior. A dicha membrana se une el ADN cuando la
concentracion de sales es elevada gracias a la Soluciéon TD1, posteriomente
se centrifuga y se descarta todo el liquido.

3. Lavado: se afiade 400 pl de la Soluciéon TD2, se centrifuga y se descarta el
liquido y se repite este proceso para eliminar el liquido restante.

4. Elucién: cuidadosamente se coloca el filtro en un eppendorf nuevo de 2ml.
Se afiade 50 pl de la Soluciéon TD3 en el centro de la membrana del filtro. El
ADN se separa de esta membrana cuando la concentraciéon salina en el
medio es baja (Solucién TD3). Este proceso de unidén-lavado-elucion,
permite separar el ADN del resto de componentes presentes inicialmente.
Se centrifuga y se descarta el filtro. Por udltimo, se mantiene el ADN

congelado (-20°C a -80°C).
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5.5.2. Extraccion de ADN a partir de los exudados rectales

Para las muestras de exudados rectales se utilizo PowerLyzer®PowerSoil® DNA
I[solation Kit (MoBioLaboratories, Inc. California, USA), siguiendo las instrucciones
el protocolo indicado por la casa comercial:

1. Homogenizacién: se inserta la torunda en el tubo precargado con perlas
para la lisis y homogenizacion de la muestra. Se afiaden 750 pl de la
“BeadSolution” y 60 pl de la Solucion C1, se homogeniza con
PowerLyzer™24 y por ultimo se centrifuga y se transfiere el sobrenadante
a un nuevo eppendorf de 2ml. El volumen esperado de sobrenadante es
entre 400-500 pl.

2. Precipitacion de proteinas: se afiaden 250 pl de la Solucién C2 y se mezcla.
Se incuba a 4°C durante 5 minutos y se centrifuga. Evitando el pellet, se
transfiere hasta 600 pl del sobrenadante a un nuevo eppendorf de 2ml.

3. Tecnologia de eliminacion de inhibidores: se afiade 200ul de la Solucién C3
y se mezcla. Se incuba a 4°C durante 5 minutos y se centrifugar. Evitando el
pellet, se transfiere hasta 600 pl del sobrenadante a un nuevo eppendorf de
2ml.

4. Union del ADN: se afiade 1200 pl de la Solucién C4 al sobrenadante y se
mezcla. Se carga 650 ul en un eppendorf con filtro. Se centrifuga y se
descarta todo el liquido. Se repite esta operacion 2 veces mas.

5. Lavado: se afiaden 500 pl de la Solucién C5, se centrifuga y se descarta el
liquido.

6. Elucion: se coloca el filtro en un eppendorf nuevo de 2ml. Se afiade 100 pl
de la Solucion C6 en el centro de la membrana del filtro. Se centrifuga y se

descarta el filtro. Se mantiene el ADN congelado (-20°C a -80°C).
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5.5.3. Determinacién de la concentracion del ADN

Para medir la concentracién de acidos nucleicos (ng/pl) en nuestras muestras
utilizamos el NanoDrop ND 1000, que es un espectrofotémetro de amplio espectro
(220-750 nm) que mide 1 ul de muestra con una alta precisiéon y reproducibilidad.
Utiliza una tecnologia de retencién de la muestra que se basa en la tensién
superficial dnicamente para mantener la muestra en el lugar.

Ademas de medir la concentracion de acidos nucleicos también mide la pureza, al
medir los ratios de absorbancia a 260/280 nm y a 260/230 nm.

Procedimiento: se afiade 1pl de muestra en el extremo de un cable de fibra 6ptica
(la fibra receptora). Un segundo cable de fibra éptica (la fibra de origen) se pone
en contacto con la muestra reduciendo la brecha entre los extremos de la fibra
Optica. Una lampara de flash de xen6n pulsada proporciona la fuente de luz y un
espectrometro que utiliza una matriz CCD se utiliza para analizar la luz después de
pasar a través de la muestra. El instrumento se controla mediante un software

especial y los datos se registran en un archivo en el PC.

XNahoDrop

Figura 7. NanoDrop, espectofotometro
para medir la concentracién del ADN.
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5.6. Deteccion del gen cagA

Los primers utilizados para la deteccidn del gen cagA fueron:
Forward (cagA-F-Xba-1): GCTCTAGAATGACTAACGAAACTATTGATCAA

Reverse (cagA-600-R-Nhe-1): GGGGCTAGCTTCTTGCCTCTCTTTCAAAGATTCATC

Los componentes de la PCR fueron los siguientes:

‘ Reactivo Volumen para 1 reaccién (ul)
H20 34.75

10x Buffer 5

dNTPs 4

Primer Forward 2.5

Primer Reverse 2.5

Taq 0.25

Total 49

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Temperatura (2C) Tiempo  N2de ciclos

Desnaturalizacion

95 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 30 seg
Hibridacion 50 30 seg 35
Extension 72 1.5 min
Extension final 40 30 seg 1

El revelado de la PCR, se realizé por electroforesis en gel de agarosa utilizando
geles al 2% (Roche Diagnostics) en TAE-buffer 1x (Merck KGaA) y como marcador

de peso molecular se empled el 50 pb ladder (Novagen).
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5.7. Estudio de la densidad bacteriana mediante PCR cuantitativa a

tiempo real

5.7.1. Densidad de H. pylori

La determinacién de la densidad de H. pylori se realiz6é con una PCR cuantitativa a
tiempo real del gen 16S rARN especifico para H. pylori, en las muestras de biopsia
gastrica y en los exudados rectales. Como se ha descrito en el apartado 3.3.4 la PCR
cuantitativa de las muestras de biopsia gastrica se utilizé como criterio diagnostico
de H. pylori.

La PCR en ambas muestras se realiz6 siguiendo los pasos que se explican a

continuacidn siguiendo las instrucciones de la casa comercial:

-Preparaciéon de una curva de calibrado: Para ello, se midié6 en primer lugar la
concentracion de ADN con NanoDrop y dependiendo del nimero de copias, se cred
una curva de calibracién con estandares certificados a diferentes concentraciones.
Los estandares de H. pylori se prepararon desde el 16S rRNA, amplificado de la
cepa de H. pylori 26695. Las diluciones seriadas (diez veces la dilucién) se

realizaron utilizando el Buffer EB.

Los componentes de la PCR fueron los siguientes:

Reactivo Volumen para 1 reaccion (ul)
TaqMan 2x 10
Forward Primer 0.5
Reverse Primer 0.5
Probe 0.4
H20 6.6
Total 18
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Posteriormente se dispensaron 18 pl de la master mix en cada pocillo de una placa
de 96 pocillos, 2 ul de cada dilucién de la curva de calibrado por duplicado y 2 ul de
cada muestra.

Las condiciones de amplificaciéon fueron las siguientes:

Pasos Temperatura (2C) Tiempo N2de ciclos
Desnaturalizacion 95 10 min

inicial !
Desnaturalizacion 95 10 seg

Hibridacion 54 30 seg 45
Extension 72 20 seg

Extension final 40 30 seg 1

5.7.2. Densidad de bacterias totales
Se realizé una PCR cuantitativa para la determinaciéon del nimero de copias de
bacterias totales, en las muestras de biopsia gastrica y en los exudados rectales,

siguiendo el protocolo que se explica a continuacién:

-Preparacidén de una curva de calibrado: De la misma forma que en el caso anterior
en primer lugar se midid la concentracién de ADN con NanoDrop. Dependiendo del
numero de copias, se cre6 una curva de calibraciéon con estandares certificados a
diferentes concentraciones, para lo que se utiliz6 ADN de Escherichia coli. Usando
el Buffer EB se prepararon diluciones seriadas (diez veces la dilucién).

Los primers utilizados fueron:

Forward primer 785F: GGATTAGATACCCTGGTA

Reverse primer 907R: CCGTCAATTCMTTTRAGTTT.
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Los componentes de la PCR fueron los siguientes:

Reactivo Volumen para 1 reaccién (ul)

SYBR Green Light Cycler 480 (Roche) 10
Primer Forward 1
Primer Reverse 1
H20 6
Total 18

Posteriormente se dispensaron 18 pl de la master mix en cada pocillo de una placa
de 96 pocillos, 2 ul de cada dilucién de la curva de calibrado por duplicado y 2 ul de
cada muestra.

Las condiciones de amplificacidn:

Temperatura (2C) Tiempo N2de ciclos

Desnaturalizacion

95 10 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 10 seg
Hibridacion 60 20 seg 40
Extension 72 20 seg
Extension final 72 10 1

5.8. Secuenciacion de alto rendimiento

5.8.1. Preparacion de la libreria de amplicones

Se llevé a cabo por triplicado, una PCR de la region V4 del gen 16S rARN para la
preparacion de la libreria de amplicones. Los primers utilizados fueron los
siguientes:

Forward Primer (515F): GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

Reverse Primer (806R): GGACTACHVGGGTWTCTAAT
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Los componentes de la PCR fueron los siguientes:

H:0 12
5 Prime Hot Master Mix 10
Primer Forward (5uM) 1
Primer Reverse (5uM) 1
ADN 1
Total 25

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Temperatura (2C) Tiempo N2de ciclos

Desnaturalizacion

94 3 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 45 sec
Hibridacion 50 1 min 35
Extension 72 1.5 min
Extension final 72 10 1

La reaccion se llevé a cabo en el termociclador C1000 Touch™ThermalCycler (BIO-

RAD).

5.8.2. Cuantificacion de la concentracion de ADN de los amplicones

La cuantificacion de la concentraciéon del ADN se determiné mediante el uso de un

colorante fluorescente que se une al ADN de doble cadena (PicoGreen®, Molecular

Probes) y posteriormente se cuantificé en un fluorimetro.

Esta técnica es mucho mas sensible que la medida de la absorbancia a 260 nm, y

permite detectar hasta 25 pg/ml de ADN.
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El procedimiento es el siguiente:

1. Preparacion de una curva de calibrado a partir del estandar proporcionado

en el kit: ADN lambda 100 pg/ml.

Concentracion

Sl Volumen (pl) H20 (pl) Pocillo
50 pg/mL 10 [Stock 100 pg/mL] 10 Al, A2
25 pg/mL 5[50 pg/mL] 5 A3, A4
10 pg/mL 2 [Stock 100 pg/mL] 18 A5, A6
5 pg/mL 2 [50 pg/mL] 18 A7,A8
1 pg/mL 2 [10 pg/mL] 18 A9, A10
Blanco Al11,Al12

2. Anadir Picogreen diluido 1:200 con Buffer TE 1X

3. Anadir 198 pl en cada pocillo de la placa

4. Afadir 2 pl de la curva de calibrado en los pocillos listados en la tabla.

5. Afadir 2 pl de cada muestra a cada uno de los pocillos de la placa. Sellar con
cinta de aluminio.

6. Incubar 2-5 min y leer absorbancia a 490 de excitacion y a 535 de emision

durante 0,1 seg.

5.8.3. Preparacion del pool de amplicones

Los productos de la PCR (amplicones) son afiadidos al pool en la misma cantidad,
ya seaa 100, 150, 200 o 300 ng afiadiendo distintos volimenes desde cada pocillo,
es decir afiadiendo distintos volumenes de cada muestra.

El pool de amplicones lo hemos realizado a 300 ng, por lo que para averiguar el

volumen que debemos afiadir de cada muestra se utiliza la siguiente formula:
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Volumen a afadir (ul) = 300 ng/ Concentracién ADN (ng/ul).
En las muestras con baja concentraciéon de ADN, medida por PICOGREEN, se ha

afiadido todo el volumen del pocillo (75 ul) al pool de amplicones.

5.8.4. Purificacion del pool de amplicones
Este proceso se lleva a cabo con el kit QIAquickcolumn (QIAGEN).

Para pooles afiadidos a 300 ng, 100 ul es suficiente para este paso.

5.8.5. Cuantificacion del ADN tras la purificacion del pool de amplicones

Para llevar a cabo la cuantificacion del ADN tras la purificacién del pool de
amplicones utilizamos Qubit dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit.

El procedimiento que se llevé a cabo es el siguiente:

1) Establecer el nimero de tubos de 0,5 ml que se necesitan para los estandares y
las muestras. El ensayo Qubit dsDNA HS requiere 2 standards (incluidos).

2) Preparar la solucién de trabajo Qubit diluyendo el reactivo Qubit dsDNA HS
(tinte; Componente A) 1: 200 en tampdén Qubit dsDNA HS (Componente B). Para
ello, agregue 1 ul del Componente A a 199 pl componente B en un tubo de 1,5 ml.
3) Para preparar los estandares, afiadir 10 pl del estandar n? 1y 10 pl del estandar
n? 2 para dos tubos de 0,5 ml separadas. Afadir 190 pl de la solucién de trabajo
Qubit a cada tubo y agitar para mezclar.

4) Para cada una de sus muestras, afiadir 2 pl de ADN purificado a 198 ul de la
solucion de trabajo Qubit en un tubo de 0,5 ml. Vortex para mezclar.

5) Proceder a la lectura en el Qubit Fluorémetro, en primer lugar de los estdndares

y en segundo lugar de la muestra.
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5.8.6. Combinacion de multiples pooles para secuenciacion
Afadir cada pool purificado con la misma cantidad de ADN:

1. Calcular la molaridad de cada pool

2. Diluir cada pool a la misma concentracién (50 nM, 10 nM, 5 nM)

3. Combinar los pools ajustando por el nimero de muestras.

5.8.7. Secuenciacion
La secuenciacion se llevé a cabo por medio de la plataforma MiSeq (Illumina). Para
ello, se envio el pool de amplicones al centro genémico de Nueva York, donde se

llevé a cabo la secuenciacion.

5.9. Analisis bioinformatico

Las secuencias de los barcodes y de los primers forward y reverse fueron
eliminados de las lecturas obtenidas con MiSeq. Las secuencias crudas se
analizaron utilizando la plataforma QIIME v 1.8.0 software (209).

Se realiz6 un recorte de secuencias terminales revisando ventanas de 50 bases y
eliminando aquellas con valores de calidad menores de 25.

Se utilizé la herramienta “Chimera Check”de la Ribosomal Database Project, para la
deteccidn y eliminacién de secuencias quimeras que pudieron haberse formado
durante la reaccion de PCR. Se eliminaron las secuencias de mala calidad y las que
contenian un ndmero menor de 250 nucleétidos. Las secuencias se agruparon en
Unidades Taxon6micas Operacionales (OTUs) con un porcentaje de similitud del

97%, con UCLUST (210).
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5.10. Estimacion de la diversidad microbiana

Para estimar la diversidad microbiana se realizé una rarefraccién a 1000
secuencias por muestra y posteriormente se llevd a cabo el andlisis de la alfa
diversidad (diversidad microbiana en una muestra) (211).

La alfa rarefraccién se realizé usando diferentes medidas:

- la distancia filogenética (la distancia filogenética es la suma de las
longitudes de las ramas que separan a dos microorganismos en un arbol
filogenético),

- la medida de las OTUs observadas (secuencias agrupadas con un 97% de
similitud)

- la medida del indice de Shannon: cuenta tanto la abundancia como la

uniformidad de las especies presentes

El andlisis de la beta diversidad (diversidad microbiana entre muestras) fue
realizada calculando la distancia Weighted Unifrac entre cada par de muestras
(212) y realizando el Andlisis del Componentes Principales (ACP),

Para calcular la alfa y la beta diversidad se utilizé la plataforma QIIME 1.8.0. (209).
La significacion estadistica entre grupos de la alfa diversidad se calculé por un test
t de student para dos muestras. La significancia de los agrupamientos obtenidos en
la beta diversidad se analizé por medio del test ANOSIM (Analysis of Similarity)

utilizando QIIME.
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5.11. Analisis taxonémico

El analisis taxon6mico de las comunidades microbianas se realiz6 utilizando la
plataforma de la Ribosomal Database Project (RDP classifier) (213) con un umbral
de confianza del 80%.

Se determiné la abundancia relativa a nivel de phylum, clase, orden, familia y
género. Solo se consideraron las OTUs que representaban mas del 0.2% del total

de las secuencias de cada muestra para presentar los resultados de forma grafica.

5.12. Heatmap

A partir de las tablas de contingencia obtenidas con la Ribosomal Database Project,
se llevo a cabo la realizacidn del heatmap con el programa R (versién 3.2.1, 2015-
06-18) utilizando el paquete Heatmap2. Se utilizaron las bibliotecas vegan y gplots

y se filtraron los géneros con una abundancia relativa de <0.1%.

5.13. LEfSe

El algoritmo de “Linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe)” se realiza
con la plataforma online Galaxy para determinar las diferentes abundancias
relativas de las comunidades bacterianas entre los pacientes H. pylori positivos y
negativos. Los umbrales de significancia que se utilizaron fueron los que
recomiendan en el programa (205). LEfSe, en primer lugar detecta caracteristicas
estadisticamente significativas entre las distintas clases biolégicas con un test de
Kruskal-Wallis, y posteriormente analiza la significancia biol6gica con un test de
Wilcoxon. LEfSe utiliza un Andlisis Discriminante Lineal para estimar el tamafio del

efecto de cada caracteristica.
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5.14. Prediccion metagendmica de las comunidades microbianas con

PICRUST

PICRUST (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of
Unobserved States) es un enfoque para inferir el metagenoma usando las
secuencias del gen 16S, por lo tanto, proporciona una prediccién de cambios
probables en las funciones microbianas asociados con cambios en la abundancia de
las OTUs (214).

El analisis PICRUST se realiz6 a partir de los datos de secuenciacién del gen 16S
ARNr a través de la plataforma de Galaxy. Las funciones fueron categorizadas en
los niveles 1 y 2 de la KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Para
simplificar el andlisis se seleccionaron las siguientes categorias: metabolismo,
procesamiento de la informaciéon genética, procesamiento de la informacién
ambiental y procesos celulares.

Posteriormente se utilizé la herramienta Lefse, comentada anteriormente, para
identificar significativamente diferentes funciones microbianas entre pacientes H.

pylori positivos y negativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Datos generales de los pacientes estudiados
Se analizaron un total de 51 pacientes pediatricos con sintomatologia digestiva.
Las principales caracteristicas clinico-demograficas de estos pacientes se pueden

observar en la Tabla 5.

Caracteristicas (n=51)
Edad Media, (Rango) 11.1 (1-17)
Género (%)
Femenino 19/51 (37.3)
Masculino 32/51 (62.7)
Nacionalidad (%)
Espafiola 42 /51 (82.3)
No espafiola 9/51 (17.7)
IMC (%)
Infrapeso (IMC <18.5) 26/51 (51)
No infrapeso (IMC>18.5) | 25/51 (49)
Resultados histologia(%)
Inflamacién 34/47 (72.3)
No inflamacién 13/47 (27.7)

Tabla 5. Resumen de las caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes del estudio.

Como observamos en la Tabla 5, la mayoria de los pacientes eran de origen espafiol
(n=42),y 9 eran extranjeros (5 pacientes de Ecuador, 2 de Rumania, 1 de Ucrania
y 1 de Portugal).

El peso y altura media de los pacientes incluidos, fue de 44.51 kg (rango: 9.6-90) y
145.34 cm (rango: 76-176) respectivamente.

Segun los resultados de la endoscopia, 18 pacientes tenian la mucosa gastrica

normal, 22 tenfan nodularidad antral, 2 pacientes presentaron gastritis, 2
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pacientes ulcera gastrica y 7 pacientes presentaban otras manifestaciones. Los
resultados endoscoépicos segun el estado de H. pylori se pueden observar en la
Tabla 14.

El andlisis histolégico de las biopsias de antro gastrico fue realizado en 47
pacientes; en 4 pacientes no fue posible realizar esta determinacién. De los 47
pacientes, 13 pacientes presentaron la mucosa gastrica normal, 13 tenian gastritis
superficial activa, 18 gastritis superficial inactiva y 3 gastritis crénica. Los
resultados histoldgicos clasificados segun el estado de H. pylori se indican en la
Tabla 14.

De estos pacientes 29 no habian recibido ningun tipo de tratamiento antibiético o
antiacido previo a la toma de la biopsia de antro gastrico. 10 pacientes habian
recibido tratamiento antibidtico para erradicar H. pylori antes de la toma de la
biopsia gastrica y 12 pacientes habian recibido tratamiento con antiacidos. En
ambos casos, todos los pacientes habian esperado como minimo un mes tras
finalizar el tratamiento para realizar la endoscopia; salvo en tres pacientes que en

el momento de la endoscopia estaban tomando IBP.
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Paciente Edad Sexo Endoscopia Histologia

1 9 Masculino 17.87 Inflamado Normal

2 14 Femenino 18.27 Normal Normal

3 7 Masculino 15.03 Normal Normal

4 15 Masculino  23.27 Normal Normal

5 10 Femenino 18.2 Inflamado Normal

6 10 Masculino 16.6 Inflamado Superficial activa

7 14 Femenino 18.4 Inflamado Normal

8 10 Femenino 22.28 Normal Superficial activa

9 16 Masculino 19.37 Inflamado Superficial no activa
10 13 Masculino 22.03 Normal Superficial activa

11 12 Femenino 15.4 Inflamado Superficial activa

12 14 Masculino 26.15 Normal Superficial no activa
13 17 Femenino 25.11 Inflamado Superficial no activa
14 14 Femenino 18.37 Inflamado Superficial activa

15 14 Masculino 20.21  Normal Superficial no activa
16 13 Masculino 24.95 Normal Normal

17 12 Femenino 19.71 Inflamado Superficial activa

18 13 Masculino 13.27 Inflamado Superficial activa

19 13 Masculino 21.23 Inflamado Superficial activa

20 13 Masculino  16.53 Inflamado Normal

21 6 Masculino 15.47 Inflamado Superficial no activa
22 7 Masculino 18.93 Inflamado Superficial no activa
23 7 Femenino 12.21 Inflamado Superficial activa

24 6 Masculino 15.42 Inflamado Normal

25 11 Masculino 15.56 Inflamado ND

26 10 Femenino 16.87 Inflamado Superficial activa

97



Resultados

Paciente

Edad Sexo

Endoscopia

Histologia

27 9 Masculino 19.72 Inflamado Superficial no activa
28 1 Masculino 16.62 Normal ND

29 10 Femenino 16.03 Inflamado Superficial no activa
30 2 Femenino 16.96 Normal ND

31 14 Femenino 21.58 Inflamado Superficial no activa
32 14 Masculino 24.52 Inflamado Superficial no activa
33 9 Masculino 24.51 Inflamado Superficial no activa
34 11 Masculino 15.37 Inflamado Superficial no activa
35 15 Masculino 18.78 Normal Normal

36 10 Masculino 15.18 Inflamado Superficial activa

37 12 Masculino 23.56 Inflamado Superficial no activa
38 3 Masculino 16.05 Normal Normal

39 15 Masculino 18.29 Inflamado Superficial no activa
40 14 Femenino 20.12 Normal Normal

41 7 Masculino  15.28 Inflamado Gastritis crdnica

42 11 Masculino 17.85 Inflamado Gastritis crdnica

43 13 Masculino  27.1 Inflamado Superficial activa
44 12 Femenino 21.16 Normal Superficial no activa
45 15 Femenino 20.44 Normal Superficial no activa
46 12 Femenino 19.55 Inflamado Superficial no activa
47 12 Femenino 16.72 Inflamado ND

48 7 Masculino 17.28 Inflamado Gastritis crdnica

49 14 Femenino 23.13 Inflamado Normal

50 10 Masculino 30.68 Inflamado Superficial no activa
51 15 Masculino  20.39 Inflamado Superficial activa

Tabla 6. Caracteristicas clinico-demograficas de los 51 pacientes. (ND: No disponible)
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6.2. Diagndstico de la infeccion por H. pylori

El diagnéstico de H. pylori, como hemos comentado anteriormente, se realizé por 3
métodos convencionales (Test rapido de la ureasa, cultivo e histologia) y por un
método molecular, qPCR especifica para H. pylori.

Los criterios utilizados para considerar un paciente positivo para H. pylori fue
cuando al menos dos de los 4 tests realizados fueron positivos, y se consideré un
paciente como negativo para H. pylori cuando solamente un test fue positivo o
todos los tests fueron negativos. Segin estos criterios, 18 pacientes fueron

positivos para H. pyloriy 33 fueron negativos.
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Paciente Cultivo Histologia qPCR  Concentracion H. pylori
1 Pos Neg Neg Pos 440500.00
2 Neg ND Neg Neg 10.50

3 Neg ND Neg Neg 2.94

4 Neg ND Neg Neg 7.45

5 Pos Pos Neg Pos 5040.00

6 Neg Pos Pos Pos 943.33

7 Neg ND Neg Neg 9.10

8 Neg ND Neg Neg 7.30

9 Neg ND Neg Neg 12.80

10 Neg ND Pos Pos 213.33

11 Pos Pos Pos Pos 11250.00
12 Pos Pos Neg Pos 40.20

13 Neg ND Neg Neg 1.00

14 Pos Pos Pos Pos 714.00

15 Neg ND Neg Neg 1.00

16 Neg ND Neg Neg 3.81

17 Pos Pos Pos Pos 7085.00
18 Pos Pos Pos Pos 247000.00
19 Pos Pos Pos Pos 11115.00
20 Neg ND Neg Neg 1.00

21 Pos Neg Neg Neg 1.00

22 Neg ND Neg Neg 1.58

23 Pos Neg Pos Neg 1.00

24 Neg ND Neg Neg 3.81

25 Pos Neg ND Pos 86.17

26 Pos Pos Pos Pos 27033.33
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Paciente TRU Cultivo Histologia qPCR  Concentracion H. pylori

27 Neg Neg Neg Neg 10.73
28 Neg ND ND Neg 1.00

29 Neg Neg Pos Neg 1.00

30 Neg ND ND Neg 1.82

31 Neg Neg Neg Neg 0.53

32 Neg ND Neg Neg 12.53
33 Neg ND Neg Neg 3.50

34 Neg ND Neg Neg 50.10
35 Neg ND Neg Neg 3.50

36 Pos Pos Pos Pos 1003.50
37 Neg ND Neg Neg 8.05

38 Neg ND Neg Neg 3.50

39 Neg ND Neg Neg 2.45

40 Neg ND Neg Neg 8.62

41 Pos Neg Pos Pos 97.97
42 Pos Pos Pos Pos 1245.00
43 Pos Neg Pos Pos 20500.00
44 Neg ND Neg Neg 3.50

45 Neg ND Neg Neg 13.35
46 Neg ND Neg Neg 3.50

47 Neg ND ND Neg 3.75

48 Neg Neg Pos Neg 18.57
49 Neg ND Neg Neg 4.28

50 Neg ND Neg Neg 6.00

51 Pos Neg Pos Pos 30000.00

Tabla 7. Resultado de los distintos métodos diagnosticos (Pos:Positivo, Neg:Negativo, ND: No disponible).
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6.2.1. Diagndstico de H. pylori por el test rapido de la ureasa
Los resultados obtenido con el test rapido de la ureasa (TRU) en el diagndstico de

H. pylori fueron los siguientes:

TRU N¢2 Pacientes
Negativo 34
Positivo 17
Total 51

Tabla 8. Resultados obtenidos con el Test Rapido de la Ureasa

6.2.2. Diagndstico de H. pylori por cultivo

Como hemos comentado anteriormente, el cultivo s6lo se realizé en aquellos
pacientes que fueron positivos por el TRU (n=17), y en 5 pacientes en los que el
pediatra tenia una alta sospecha clinica,a pesar de que el TRU fue negativo.

Los resultados obtenido con el cultivo en el diagnostico de H. pylori fueron los

siguientes:
Negativo 11
Positivo 11
Total 22

Tabla 9. Resultados obtenidos con el cultivo
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6.2.3. Diagndstico de H. pylori por histologia

El examen histolégico de la biopsia de antro gastrico se realizé en 47 pacientes, ya
que en 4 pacientes no se pudo llevar a cabo esta determinacidn.

Los resultados obtenidos tras el examen histolégico en el diagnodstico de H. pylori

fueron los siguientes:

Histologia N2 Pacientes

Negativo 31
Positivo 16
Total 47

Tabla 10. Resultados obtenidos con el examen histolégico.

6.2.4. Diagndstico de H. pylori por PCR cuantitativa
Los resultados obtenidos con la qPCR especifica para H. pylori en el diagndstico de

este microorganismo fueron los siguientes:

gPCR N¢ Pacientes

Negativo 34
Positivo 17
Total 51

Tabla 11. Resultados obtenidos con la PCR cuantitativa.

La sensibilidad y especificidad de la qPCR como método diagnostico fue calculada
con todos los posibles Cp (Crossing point) desde 25 a 40 (Tabla 12). Se realizé una
curva ROC (Figura 8) y se eligi6 el Cp con la mayor sensibilidad y especificidad. Las

muestras con Cp<35 fueron consideradas como positivas para H. pylori.
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Cp Especificidad | Sensibilidad
<25 100,00% 6,67%
<26 100,00% 6,67%
<27 100,00% 26,67%
<28 100,00% 40,00%
<29 100,00% 53,33%
<30 100,00% 53,33%
<31 100,00% 60,00%
<32 100,00% 80,00%
<33 100,00% 80,00%
<34 100,00% 80,00%
<35 100,00% 93,33%
<36 93,33% 93,33%
<37 63,33% 93,33%
<38 0,00% 100,00%

Tabla 12. Especificidad y sensibilidad obtenida al utilizar cada Cp como criterio de positividad para
H. pylori, considerando verdadero positivo y verdadero negativo de acuerdo a los criterios descritos
previamente.

Sensibilidad

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

0.00%10.00920.00%30.00%40.00%50.00%60.00%70.00%80.00%90.00%00.00%

1-Especificidad

Figura 8. Curva ROC obtenida con cada Cp.
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6.2.5. Resumen de métodos diagndsticos de H. pylori

En la siguiente grafica se muestra la prevalencia de H. pylori segin el método

diagnostico utilizado.

N¢ pacientes

34

& Positivo

&' Negativo

Histologia

qPCR

No probado

Figura 9. Resultados obtenidos con los distintos métodos diagndsticos

Del total de los 51 pacientes 38 no discreparon en ningin método. 9 pacientes

discreparon en un método y 4 pacientes discreparon en dos métodos.

En la siguiente tabla se pueden observar los resultados de los pacientes que tienen

al menos un método discrepante:

Paciente TRU Cultivo | Histologia | qPCR | N2 Métodos positivos
B0O5 + + - + 3
B06 - + + + 3
B12 + + - + 3
B42 + - + + 3
B45 + - + + 3
B53 + - + + 3
B01 + - - + 2
B10 - ND + + 2
B24 + - + - 2
B26 + - ND + 2
B22 + - - - 1
B30 - - + - 1
B50 - - + - 1

Tabla 13. Muestras con métodos diagnoésticos discrepantes. (ND: No Disponible)
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En la siguiente grafica podemos observar los resultados cuantitativos de la qPCR
especifica de H. pylori en funcién de si los pacientes fueron positivos o negativos

para el test rapido de la ureasa.
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Figura 10. Comparacion del método TRU con la PCR cuantitativa.

Se puede observar que los pacientes positivos para H. pylori presentan un mayor
numero de copias de ADN cuantificado mediante qPCR. Sin embargo, un paciente
cuyo TRU fue positivo, presenta 0 copias de H. pylori y al contrario, tres muestras
que tiene mas de 2 log de copias de ADN que es mayor que el resto de muestras

negativas que permanecen agrupadas entre 0 y 1 logio de copias de ADN.
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6.3. Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes en funciéon

del estado de H. pylori

En la siguiente tabla se puede observar las caracteristicas de los pacientes en

funcion del estado de H. pyloriy el valor p de cada una de estas caracteristicas.

Helicobacter pylori
Caracteristicas (n=51) Positivo Negativo p valor
(n=18) (n=33)
Edad: Media + DS (afios) 11.3+2.3 11+4.2 0.38
No. Ninas (%) 6/18 (33.3%) 13/33 (39.4%) 0.35
Indice de masa corporal
IMC<18.5 12/18 (66.7%) | 14/33 (42.4%) | 0.049
IMC>18.5 6/18 (33.3%) | 19/33 (57.6%)
Origen geografico
Espaiol 13/18 (72.2%) | 29/33 (87.9%) | 0.08
No-espafiol 5/18 (27.8%) 4/33 (12.1%)
Resultados endoscopia
B Y 2/18 (11.1%) | 16/33 (48.4%) | 0.004
Nodularidad antral 15/18 (83.3%) | 7/33 (21.2%) | <0.001
Gastritis 0/18 2/33 (6.1%) 0.144
Ulcera gastrica 0/18 2/33 (6.1%) 0.144
Otros 1/18 (5.6%) 6/33 (18.2%) 0.105
Resultados histologia
Ninewss s el 2/17 (11.8%) | 11/30 (36.7%) | 0.083
Gastritis superficial activa 12/17(70.9%) | 1/30(3.3%) <0.001
Gastritis superficial inactiva 1/17 (5.6%) 17/30 (56.7%) | 0.001
Gastritis cronica 2/17 (11.8%) | 1/30(3.3%) 0.236

Tabla 14. Caracteristicas clinico-demograficas en funcién del estado de H. pylori.
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La distribucién de los pacientes por edad y sexo en ambos grupos fue muy
homogénea.

Se realizo el estudio de retraso en el crecimiento, que se determiné mediante el
Indice de Masa Corporal (IMC) y se clasific6 a los pacientes en dos grupos:
infrapeso (n=26) y no infrapeso (n=25). En el grupo de pacientes con infrapeso
(IMC<18.5) habia 12 pacientes positivos para H. pylori (46,1%). En el grupo de no-
infrapeso (IMC > 18.5) habia tUnicamente 6 pacientes positivos para H. pylori
(24%). Por ello, H. pylori fue asociado con un IMC mas bajo con diferencias
estadisticamente significativas (p=0.049).

En los hallazgos endoscoépicos se observa que la prevalencia de nodularidad antral
fue significativamente mas alta en el grupo de pacientes H. pylori positivos
comparandolo con el grupo de pacientes H. pylori negativos (83.3% vs. 21.2%
respectivamente).

En los hallazgos histologicos se observa que la prevalencia de gastritis superficial
activa fue significativamente mas alta en el grupo de pacientes H. pylori positivos
comparandolo con el grupo de pacientes H. pylori negativos (70.9% vs. 3.3%

respectivamente).

6.4. Resistencia antibidtica

Los datos de sensibilidad global a amoxicilina, claritromicina, rifampicina,
levofloxacino, tetraciclina y metronidazol, se muestra en la tabla 15. De los 18
pacientes que fueron considerados como positivos segtin los criterios comentados
anteriormente, 5 de ellos tuvieron el cultivo negativo. Y en tres de los pacientes, se

aislo H. pylori pero fue imposible realizar el antibiograma.
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R N2 Total de Resistentes Sensibles
aislamientos | N (%) N (%)
Amoxicilina 10 0 10 (100)
Claritromicina 10 4 (40) 6 (60)
Rifampicina 9 2(22.2) 7 (77.8)
Levofloxacino 9 0 9 (100)
Tetraciclina 10 0 10 (100)
Metronidazol 10 5(50) 5(50)

Tabla 15. Numero y porcentaje de cepas sensibles y resistentes a los 6 antibi6ticos probados

6.5. Deteccion del gen CagA

En este estudio se realizo la PCR para determinar la presencia del gen CagA en los

pacientes considerados como positivos para H. pylori, y se obtuvieron los

siguientes resultados (Figura 11). De los 18 pacientes positivos para H. pylori s6lo

uno fue positivo para el gen CagA (5.5%).

CagA

E Positivo

H Negativo

Figura 11. Porcentaje de aislamientos de H. pylori cagA +.
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6.6. Densidad bacteriana

Se realizaron dos tipos de qPCR, una especifica para H. pylori como método
diagnostico de este microorganismo (que se ha comentado en el apartado 5.7.1) y
otra qPCR en la que se media el nimero de copias de bacterias totales (apartado
5.7.2.). Estos ensayos se realizaron tanto en las muestras de biopsia de antro
gastrico como en los exudados rectales.

En la siguiente tabla se puede observar el nimero de copias de ADN, por una parte

de H. pyloriy por otra de bacterias totales, en ambos tipos de muestras.

Copias ADN (Media)
Tipo de muestra | N

H. pylori Bacterias totales
Biopsia gastrica 51 15766.5 109523.9
Exudado rectal 51 47.8 8.54 E7

Tabla 16. Copias de ADN de H. pyloriy de bacterias totales en las biopsias gastricas y en exudados
rectales.

Como podemos observar, el nimero de copias de H. pylori es mucho mayor en las
biopsias gastricas que en los exudados rectales, ya que H. pylori infecta el epitelio
gastrico humano. Sin embargo, la PCR de bacterias totales indica, tal y como se
esperaba, que el nimero de bacterias es mucho mas elevado en los exudados

rectales que en las biopsias gastricas.
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6.6.1. Densidad bacteriana en funcion del estado de H. pylori
El siguiente paso fue comparar en las biopsias gastricas, el nimero de copias de H.
pylori y de bacterias totales que habia en los dos grupos de pacientes en funcion

del estado de H. pylori. Los resultados los podemos observar en la siguiente tabla:

Copias ADN
Estado H. pylori N
H. pylori Bacterias totales
Negativo 33 6.8 4786.7
Positivo 18 44659.32 301542.2
p Valor 0.028 0.172

Tabla 17. Copias de ADN de H. pyloriy de bacterias totales en funcion del estado de H. pylori.

6.7. Estudio del microbioma gastrico mediante secuenciacion masiva

El nimero de secuencias obtenidas por medio de la secuenciaciéon de alto

rendimiento de las biopsias de antro gastrico se pueden observar en la siguiente

tabla:
Maximo Media Minimo
Muestra N . . .
(secuencias) | (secuencias) | (secuencias)
Biopsias 51 21681.0 5919.6 1147.0

Tabla 18. Niumero maximo, minimo y media de secuencias obtenidas mediante secuenciacion
masiva del ADN en biopsias gastricas.
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6.7.1. Estudio de la alfa diversidad en muestras gastricas

La alfa diversidad como se ha comentado anteriormente es la riqueza de especies

de una comunidad a la que consideramos como homogénea.

En primer lugar, se muestra una grafica de alfa diversidad de todas las muestras

gastricas con el principal objetivo de comprobar que todas las muestras alcanzan

la meseta con lo que podemos considerar que estos datos representan la

composicion verdadera de nuestras muestras, es decir, todas las especies de este

nicho ecoldgico han sido secuenciadas. Dado que la alfa diversidad en funcién de la

distancia filogenética muestra resultados muy similares no se muestra la figura.
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Figura 12. Alfa diversidad de las 51 muestras gastricas incluidas en el estudio en funcién del

numero de especies observadas.
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6.7.1.1. Estudio de la alfa diversidad en funcion del estado de H. pylori
En la siguiente grafica, observamos la alfa diversidad gastrica en dos grupos de

pacientes: H. pylori positivos (n=18) y H. pylori negativos (n=33).
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Figura 13. Alfa diversidad gastrica en funcién del estado de H. pylori representando el niimero de
especies observadas.

Como se puede observar, los pacientes que son positivos para H. pylori tienen una
menor alfa diversidad que aquellos pacientes que no estan colonizados/infectados
por H. pylori. Siendo estas diferencias estadisticamente significativas cuando
medimos la alfa diversidad en funciéon del nimero de especies (p=0.002) (Figura
13), sin embargo, cuando usamos la distancia filogenética (Figura 14) para realizar
la comparacién, no se alcanzan diferencias estadisticamente significativas

(p=0.23).
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Figura 14. Alfa diversidad gastrica en funcién del estado de H. pylori representando la distancia
filogenética.

La media del Indice Shannon en el grupo de pacientes H. pylori positivos fue 1.39
(minimo: 0.38, maximo: 3.05). En los pacientes H. pylori negativos fue de 2.26
(minimo: 0.74, maximo: 4). El indice de Shannon fue significativamente mas bajo
en el grupo de pacientes positivos para H. pylori comparado con el grupo de
pacientes negativos (p=0.002), probablemente reflejando el dominio de esta

especie en la comunidad, tal y como se muestra en la Tabla 19.

H. pylori positivos H. pylori negativos

pValor

Minimo Media ‘ Maximo ‘ Minimo ‘ Media Maximo

Shannon | 0.38 1.39 3.05 0.74 2.26 4 0.002

Tabla 19. indice Shannon en funcién del estado de H. pylori
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6.7.1.2. Estudio de la alfa diversidad en funcion de la histologia

Segun los resultados histologicos, se pueden clasificar a los pacientes en 4 grupos:
Pacientes con gastritis crénica (n=3), gastritis superficial activa (n=13), gastritis
superficial no activa (n=18) y mucosa gastrica normal (n=13). La siguiente grafica
muestra la alfa diversidad en funcién del nimero de especies observadas, la alfa

diversidad en funcién de la distancia filogénetica presentaba resultados similares.
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Figura 15. Alfa diversidad en funcién de los resultados histolégicos representando el nimero de
especies observadas

Cabe destacar que el grupo de pacientes con gastritis superficial activa es el que

menor alfa diversidad presenta.

Si inicamente seleccionamos los pacientes que tienen gastritis activa (n=13) y los
que tienen gastritis no activa (n=18), observamos que en la alfa diversidad en
funcién del nimero de especies observadas, los pacientes con gastritis activa
presentan una menor diversidad. Este andlisis en funciéon de la distancia
filogénetica, aunque presenta la misma tendencia, las diferencias son menores

entre ambos grupos.
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Figura 16. Alfa diversidad en los grupos de pacientes con gastritis superficial activa y con gastritis
superficial no activa, representando el nimero de especies observadas

En la grafica observamos que aquellos pacientes que presentan una gastritis activa
tienen una menor alfa diversidad que los pacientes que presentan gastritis no

activa. Estas diferencias son estadisticamente significativas (p=0.035).

6.7.1.3. Estudio de la alfa diversidad en funcion del estado de
tratamiento previo

Algunos de los pacientes incluidos en el estudio, habian recibido tratamiento, para
erradicar H. pylori, previo a la toma de la muestra de la biopsia de antro gastrico
(como minimo el tratamiento debia haber finalizado un mes antes de la toma de la
biopsia para poder incluirlo en el estudio). Resulta de interés comparar la alfa
diversidad de los pacientes que habian recibido tratamiento de aquellos que no
habian recibido, para poder observar si existen diferencias en la diversidad de
estos dos grupos de pacientes.

En la siguiente grafica podemos observar la alfa diversidad en funcién de si los

pacientes habian recibido tratamiento Anti-Helicobacter (2 antibiéticos y un IBP)
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(n=10), IBP (n=12) o no habian recibido tratamiento (n=29). El analisis de la alfa
diversidad esta representado segun la distancia filogenética. La alfa diversidad en

funcién del namero de especies muestra resultados similares.

—eo— No tratamiento
15 IBP
== Tratamiento anti-Helicobacter

Phylogenetic distance

Sequences per sample

Figura 17. Alfa diversidad en funcién del tratamiento previo recibido representando la distancia
filogenética

En esta grafica podemos observar que no hay diferencias entre los grupos de
pacientes que recibieron un tratamiento previo a la toma de la biopsia gastrica de

aquellos que no recibieron tratamiento.
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6.7.1.4. Estudio de la alfa diversidad en funcién del tipo de parto
En la siguiente grafica, observamos la alfa diversidad en funcidn de si el nifio nacid

por parto natural (n=32) o por cesarea (n=7).
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Figura 18. Alfa diversidad gastrica en funcion del tipo de parto representando el nimero de
especies observadas

Vemos que el grupo de pacientes que nacieron por parto natural tienen una mayor
alfa diversidad comparandolo con el grupo de pacientes que nacieron mediante
cesarea, sin embargo estas diferencias no son estadisticamente significativas
estudiando el nimero de especies observadas (p=0.321) ni estudiando la alfa

diversidad en funcion de la distancia filogénetica.

6.7.1.5. Estudio de la alfa diversidad en funcion de la nacionalidad

Si comparamos el microbioma gastrico de pacientes espafioles con el microbioma
gastrico de pacientes extranjeros, observamos que los pacientes extranjeros (n=9)
presentan una menor alfa diversidad que los pacientes espafioles (n=42), sin

embargo estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.45).
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Figura 19. Alfa diversidad gastrica en funciéon de la nacionalidad representando el nimero de
especies observadas

6.7.1.6. Estudio de la alfa diversidad en funcion de otras variables

Al estudiar la alfa diversidad en funcién de otras variables como la edad, el IMC, y

el sexo, no observamos diferencias significativas entre estos grupos de pacientes.

6.7.2. Estudio de la beta diversidad en las biopsias gastricas
La diversidad beta es el grado de cambio en la composiciéon de especies entre
diferentes comunidades. Refleja por lo tanto la diferente estructura de varias

comunidades microbianas.

6.7.2.1. Estudio de la beta diversidad en funcion del estado de H. pylori
En las siguientes graficas, se muestra el andlisis de componentes principales en
funcién del estado de positividad para H. pylori. Se observa, en el analisis

cuantitativo de la beta diversidad, como la mayoria de los pacientes positivos para
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H. pylori representados en color rojo se agrupan por un lado y por otro lado se
agrupan los pacientes negativos para H. pylori (color azul), dando lugar a
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p=0.001). Sin
embargo, se observa un solapamiento de seis muestras positivas, con el grupo de
los pacientes H. pylori negativos.
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Figura 20. Analisis cuantitativo de beta diversidad en funcién del estado de H. pylori. PC1 vs PC2
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Figura 21. Analisis cuantitativo de beta diversidad en funcion del estado de H. pylori PC3 vs PC2
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Figura 22. Analisis cuantitativo de beta diversidad en funcion del estado de H. pylori PC1 vs PC3
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Sin embargo, al realizar el analisis cualitativo no se observan diferencias entre

ambos grupos de pacientes (p=0.062) aunque si una cierta tendencia.
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Figura 23. Analisis cualitativo de beta diversidad en funciéon del estado de H. pylori. PC1 vs PC2
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Figura 24. Analisis cualitativo de beta diversidad en funciéon del estado de H. pylori PC3 vs PC2
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6.7.2.2. Estudio de la beta diversidad en funcion de los resultados
histolégicos

La beta diversidad en funciéon de los cuatro grupos de pacientes segin los
resultados histolégicos no mostraba la formacién de ninguna agrupacion entre las
muestras ni en el andlisis cuantitativo ni en el cualitativo.

Si realizamos la agrupacion en funciéon de si tienen gastritis activa (n=13) o
gastritis no activa (n=18), si que se observa una clara agrupacion de la mayoria de
estos pacientes entre si, con diferencias estadisticamente significativas, en el

analisis cuantitativo (p=0.001) y en el analisis cualitativo (p=0.044).
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Figura 26. Analisis cuantitativo de la beta diversidad en funcién de la presencia de gastritis
superficial activa o no activa
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Figura 27. Analisis cualitativo de la beta diversidad en funcién de la presencia de gastritis activa o
no activa
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6.7.2.3. Estudio de la beta diversidad en funcion del tratamiento

Al estudiar la beta diversidad clasificando los pacientes segtin si habian recibido
tratamiento previo frente a H. pylori (n=10), si dnicamente habian tomado IBP
(n=12) o si no habian recibido tratamiento (n=29) obtenemos la siguiente graficay

observamos que no se encuentran diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 28. Analisis cuantitativo de la beta diversidad en funcién del tratamiento previo recibido
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Figura 29. Analisis cualitativo de la beta diversidad en funcidn del tratamiento previo recibido
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6.7.2.4. Estudio de la beta diversidad en funcion de otras variables
Al estudiar la beta diversidad en funcion de otras variables como, el sexo, la edad,
el IMC, la nacionalidad y el tipo de parto, no se observan diferencias entre los

grupos.

6.7.3. Analisis taxondmico de las comunidades microbianas gastricas

El andlisis taxonémico de las comunidades microbianas del estémago nos permite
conocer que 4 filos son los mas abundantes en este nicho ecolégico y que suponen
mas del 97% de las secuencias. Estos phyla son: Proteobacteria, Firmicutes,
Baceroidetes y Actinobacteria.

En la Figura 30 se muestra la abundancia relativa de cada phyla en las muestras de

los 51 pacientes incluidos en este estudio.
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Figura 30. Asignacion taxondmica a nivel de phylum de las 51 biopsias gastricas.
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6.7.3.1. Andlisis taxonémico en funcion del estado de H. pylori

El andlisis taxonémico a nivel de phylum de la microbiota gastrica, mostr6 que los
phyla mas abundantes en los pacientes H. pylori positivos fueron: Proteobacteria
(69.3%), Firmicutes (14.3), Bacteroidetes (8.2%) and Actinobacteria (6%) (Figura
31). La mayor frecuencia de Proteobacteria en los pacientes H. pylori positivos se
debié a la mayor frecuencia del género Helicobacter en las muestras (Figura 35).
Las comunidades bacterianas en el grupo de pacientes H. pylori negativos
estuvieron principalmente dominadas por los mismo phyla pero con porcentajes
de abundancia relativa diferentes: Proteobacteria (52.6%), Firmicutes (26.4%),
Bacteroidetes (12%) and Actinobacteria (6.4%). Es decir, los phyla Firmicutes y
Bacteroidetes mostraron una mayor abundancia relativa en el grupo de pacientes

negativos para H. pylori que en los positivos.
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Figura 31. Analisis taxondmico a nivel de phylum en funcién del estado de H. pylori
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Si estudiamos de forma mas profunda este analisis taxonédmico de las comunidades

microbianas gastricas podemos observar como se desglosa los distintos phylum en

sus siguientes niveles taxondmicos: clase, orden, familia y género.

Al estudiar la taxonomia a nivel de clase observamos que la principal diferencia es

que en el grupo de los pacientes positivos para H. pylori hay una mayor abundancia

relativa de la clase Epsilonproteobacteria mientras que en los pacientes negativos

predomina la clase Gammaproteobacteria.
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Figura 32. Analisis taxondmico a nivel de clase en funcidn del estado de H. pylori
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La clase mas abundante en el grupo de pacientes positivos, se desglosa

principalmente en el orden Campylobacterales y en el caso de los pacientes

negativos en el orden Pseudomonadales.
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Figura 33. Analisis taxon6mico a nivel de orden en funcién del estado de H. pylori
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A nivel de familia observamos que en el grupo de pacientes positivos para H. pylori

hay un claro predominio de la familia Helicobacteraceae, y en el grupo de pacientes

negativos la familia mas representada es Pseudomonadaceae.
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Figura 34. Analisis taxondmico a nivel de familia en funcién del estado de H. pylori
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Analizando el siguiente nivel taxonémico, el género, se puede observar que el
grupo de pacientes positivos para H. pylori, la mayoria de secuencias que
pertenecen al phylum Proteobacteria corresponde al género Helicobacter (66.3%).
Mientras que en el grupo de pacientes negativos para este microorganismo, las
secuencias del phylum Proteobacteria estan representadas principalmente por el

género Pseudomonas (40.9%) y Escherichia (7.7%).
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20% B Clostridium sensu stricto
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10% B Corynebacterium
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Positivo Negativo B Helicobacter

Figura 35. Analisis taxon6mico a nivel de género en funcion del estado de H. pylori
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Si quitamos las secuencias del género Helicobacter del analisis, podemos comparar

mejor el resto de géneros presentes en los dos grupos de pacientes (Figura 36). En

este caso, se observan mayores similitudes en la microbiota gastrica de ambos

grupos. Sin embargo, el género Corynebacterium estaba mas representado en el

grupo de pacientes positivos para H. pylori, mientas que el género Clostridium,

Escherichia/Shigella y Rothia presentaron una mayor abundancia relativa en el

grupo de pacientes negativos para H. pylori. Si esto es consecuencia de

interacciones sinérgicas o antagdnicas con la presencia de H. pylori debe ser

estudiado con mas detalle.
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Figura 36. Analisis taxonémico a nivel de género en funcién del estado de H. pylori, sustrayendo las

secuencias del género Helicobacter
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En la siguiente tabla detallamos el porcentaje de la abundancia relativa del género

Helicobacter en las muestras de biopsias gastricas.

% abundancia relativa

% abundancia relativa

Paciente | de Helicobacter en Paciente | de Helicobacter en
pacientes positivos pacientes negativos

B 53 98.7 B 32 3.4
B 19 96.1 B 47 2.7
B 18 92.7 B 15 2.5
B 45 91.5 B17 2.2
B 20 86.8 B 41 2.2
B11 84.5 B 28 2.1
B 27 83.0 B 03 1.8
B 05 80.7 B 07 1.2
B 37 72.2 B 35 0.7
B 43 71.8 B 23 0.6
B 42 31.2 B 22 0.4
B01 23.3 B 02 0.3
B 14 19.5 B 31 0.2
B 26 15.9 B 50 0.2
B 06 7.9 B13 0.2
B12 6.4 B 33 0.05
B 10 1.4 B 08 0.04
B 24 0.5 B 29 0.04
Media 53.6 B 04 0

B 09 0

B 21 0

B 25 0

B 30 0

B 34 0

B 36 0

B 38 0

B 39 0

B 40 0

B 46 0

B 48 0

B 49 0

B51 0

B 52 0

Media 0.63

Tabla 20. Porcentaje de abundancia relativa del género Helicobacter en pacientes positivos y

negativos.
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6.7.4. Heatmap de las biopsias gastricas
Se ha realizado el heatmap a nivel de género y en relacion del estado de H. pyloriy

se muestra en la siguiente figura.
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Figura 37. Heatmap biopsias gastricas (N=Negativo, P=Positivo)

En el heatmap (mapa de calor) observamos que la abundancia relativa del género
Helicobacter es mayor en la mayoria de pacientes que son positivos para H. pylori.
También vale la pena destacar que el género Pseudomonas se encuentra muy

representado en varias muestras.
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6.7.5. LEfSe (LDA effect size analysis)

El andlisis LEfSe se realiz6 a nivel de phylum, clase y género. La distribucién
taxonomica segun el estado de H. pylori en los distintos niveles taxondmicos se
visualizé mediante un cladograma y un histograma (Figuras 38, 39, 40 y 41).

Tras la realizacion del LEfSe se observan diferencias significativas en grupos de
bacterias entre pacientes H. pylori positivos y negativos.

El andlisis LEfSe a nivel de phylum muestra que los pacientes H. pylori positivos
estdn mas representados por el phylum Proteobacteria y los pacientes H. pylori

negativos por los phylum Firmicutes y Bacteroidetes.
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Figura 38. Analisis LEfSe a nivel de phylum (histograma y cladograma) en funcién del estado de H.
pylori
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El analisis LEfSe a nivel de clase, de forma similiar a lo visto anteriormente en el

analisis taxondémico, desglosa el phylum Proteobacteria mas abundante en los

pacientes positivos para H. pylori en la clase Epsilonproteobacteria y en los

pacientes negativos se incrementaron

significativamente

Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria y Clostridia.
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Figura 39. Analisis LEfSe (histograma y cladograma) a nivel de clase en funcién del estado de H.

pylori
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El analisis LEfSe a nivel de género nos indica que géneros estan mas representados

en cada grupo de pacientes siendo las diferencias estadisticamente significativas.

Podemos ver que en el grupo de pacientes positivos, el género mas representado

es el género Helicobacter, como era de esperar, y en los pacientes negativos para H.

pylori los géneros mas representados son, como podemos observar en las Figuras

40 y 41, Pseudomonas, Lactobacillus, Bacteroides, Herbaspirillum, Acinetobacter,

Comamonas.
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unclassified_Firmicutes

Figura 40. Cladograma en funcién del estado de H. pylori a nivel de género
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Tal y como hemos visto representado en el cladograma, podemos observar las

mismas diferencias del andlisis LEfSe en el histograma.
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Figura 41. Histograma en funciéon del estado de H. pylori a nivel de género
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6.7.6. Prediccion metagendémica de las comunidades microbianas con
PICRUST

El andlisis filogénetico PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States) se realizé para identificar las distintas
funciones microbianas de los pacientes H. pylori positivos y negativos. Las
funciones fueron categorizadas en los niveles 1 y 2 de la KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes).

En primer lugar observamos la grafica basada en el nivel 1 de la KEGG, en la que
distinguimos que en los pacientes positivos para H. pylori, las funciones de los
procesos celulares y procesamiento de la informacién genética se encuentran mas
representados mientras que en el grupo de pacientes H. pylori negativo, las
funciones de procesamiento de la informacion del medio ambiente y el

metabolismo se encuentran aumentadas (puntuacién LDA> 4.0).
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Endronmentat infetmation processic [ NN
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I . _processes
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—4 -2 0 2 4
LDA SCORE (log 10)

Figura 42. Prediccion metagenémica por medio de PICRUSt en funcién del estado de H. pylori a
nivel 1 de la KEGG
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En la siguiente grafica, se profundiza de nivel de la KEGG (nivel 2), y distinguimos

con mayor detalle que funciones se realizan en cada grupo.
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Figura 43. Prediccion metagenémica por medio de PICRUSt en funcién del estado de H. pylori a

nivel 2 de la KEGG
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6.8. Microbioma de exudados rectales analizado mediante
secuenciacion de alto rendimiento

El nimero de secuencias obtenidas por medio de la secuenciaciéon de alto

rendimiento de los exudados rectales se pueden observar en la siguiente tabla:

Maximo Media Minimo
Muestra N . . .

(secuencias) | (secuencias) | (secuencias)
Exudado rectal 51 62462 21332.9 8456

Tabla 21. Nimero maximo, minimo y media de secuencias obtenidas mediante secuenciacion
masiva del ADN en exudados rectales.

6.8.1. Estudio de la alfa diversidad en exudados rectales

De la misma forma, que en el estudio de la alfa diversidad de las muestras
gastricas, en primer lugar, se muestra una grafica de alfa diversidad de todas las
muestras de exudados rectales para comprobar que todas las muestras alcanzan la
meseta con lo que podemos considerar que estos datos representan la

composicion verdadera de nuestras muestras.
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Figura 44. Alfa diversidad de los 51 exudados rectales incluidos en el estudio en funcién del
numero de especies observadas.
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6.8.1.1. Estudio de la alfa diversidad en funcion del estado de H. pylori

En la siguiente grafica, observamos la alfa diversidad intestinal en dos grupos de

pacientes: H. pylori positivos (n=18) y H. pylori negativos (n=33).

1000+ ,
=eo— Negativo

800+ =B- Positivo
600+
400+

200+

Observed species

I
O P PP DI DS
PEFS PSS

Sequences per sample

Figura 45. Alfa diversidad intestinal en funcién del estado de H. pylori representando el nimero de
especies observadas

Como se puede observar, en el estudio de la alfa diversidad de las muestras
rectales en funciéon del nimero de especies observadas, los pacientes H. pylori
positivos y negativos presentan una diversidad muy parecida, aunque ligeramente
mayor en los pacientes positivos para H. pylori. Sin embargo, estas diferencias no
son estadisticamente significativas (p=0.329) por lo que podemos decir que el
estado del paciente frente a H. pylori no afecta a la diversidad microbiana
intestinal.

Lo mismo ocurre cuando estudiamos la alfa diversidad en funcion de la distancia
filogénetica (Figura 46), en la que de la misma forma no hay diferencias entre la

alfa diversidad de pacientes positivos para H. pylori y los negativos (p=0.307).
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Figura 46. Alfa diversidad intestinal en funcién del estado de H. pylori representando la distancia
filogenética

La media del indice Shannon fue 1,8+0,7 para el grupo de pacientes H. pylori
negativos y 2,0+0,7 para el grupo de pacientes positivos para H. pylori. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas lo que se traduce en que la

diversidad del microbioma intestinal es muy similar en ambos grupos.
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6.8.1.2. Estudio de la alfa diversidad en funcion de la histologia

Como hemos visto anteriormente, segtin los resultados histolégicos, se clasifican a
los pacientes en 4 grupos: Pacientes con gastritis crénica (n=3), gastritis
superficial activa (n=13), gastritis superficial no activa (n=18) y mucosa gastrica

normal (n=13). La siguiente grafica muestra la alfa diversidad en funcién de esta

clasificacién:
1500+
()
3 —e— Gastritis crénica
é’_ 10004 = Normal
3 =+ Qastritis Superficial Activa
% 500 Gastritis Superficial No Activ
o)
O

UL L L L L L )
0 R P& P.L > S
N F S PP PSS

Sequences per sample

Figura 47. Alfa diversidad intestinal en funcion de los resultados histoldgicos representando el
numero de especies observadas

En esta grafica observamos que los grupos de pacientes con gastritis superficial
activa, gastritis superficial no activa y mucosa gastrica normal presentan una alfa
diversidad muy similar entre si tanto en funcién del nimero de especies
observadas, como en funcion de la distancia filogenética. El grupo de pacientes que
destaca es el de los que padecen gastritis cronica, los cuales tienen una mayor alfa

diversidad.

En la siguiente grafica, observamos la alfa diversidad intestinal en dos grupos de

pacientes: Pacientes con gastritis activa (n=13) y pacientes con gastritis no activa
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(n=18). La alfa diversidad esta representada en funcién de la distancia filogenética
y no hay diferencias estadisticamente significativas (p=0.471). Lo mismo ocurre

cuando representamos la alfa diversidad en funcién del ndmero de especies

observadas.
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Figura 48. Alfa diversidad intestinal en funcién de la presencia de gastritis superficial activa o no
activa representando la distancia filogenética
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6.8.1.3. Estudio de la alfa diversidad en funcién del tipo de parto

Al comparar la alfa diversidad intestinal de los pacientes en funcién del tipo de
parto por el que nacieron (cesdrea o parto natural) vemos que los pacientes
nacidos por cesarea (n=7) presentan una menor alfa diversidad que aquellos
nacidos de forma natural (n=32) (Figura 49). La alfa diversidad en funcién de la
distancia filogenética presentan la misma tendencia, pero en ninguin caso las
diferencias son estadisticamente significativas (p=0.629). Esta misma situacién

ocurre al estudiar la diversidad gastrica, tal y como ve{famos anteriormente.
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Figura 49. Alfa diversidad intestinal en funcién del tipo de parto representando el nimero de
especies observadas

144



Resultados

6.8.1.4. Estudio de la alfa diversidad en funciéon de la nacionalidad

Al igual que en el estudio de la diversidad alfa en las muestras de biopsias gastricas
vemos que los pacientes extranjeros (n=42) presentan una menor alfa diversidad
intestinal que los pacientes espafioles (n=9). Sin embargo, estas diferencias no son
estadisticamente significativas (p=0.082)
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Figura 50. Alfa diversidad intestinal en funcién de la nacionalidad representando el numero de
especies observadas

6.8.1.5. Estudio de la alfa diversidad en funcion de otras variables
Al estudiar la alfa diversidad en funcion de otras variables como la edad, IMC, sexo
o tratamiento previo no observamos diferencias significativas entre estos grupos

de pacientes.
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6.8.2. Estudio de la beta diversidad en las muestras rectales

6.8.2.1. Estudio de la beta diversidad en funcion del estado de H. pylori
El estudio de la beta diversidad de las muestras rectales en funcion del estado de
H. pylori, da como resultado que la composiciéon del microbioma intestinal de estos
pacientes no se ve alterada por la presencia de H. pylori tanto en el andlisis de la

beta diversidad a nivel cuantitativo (p=0.416) como cualitativo (p=0.614).
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Figura 51. Analisis cuantitativo de la beta diversidad intestinal en funcion del estado de H. pylori
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Figura 52. Analisis cualitativo de la beta diversidad intestinal en funcién del estado de H. pylori
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6.8.2.2. Estudio de la beta diversidad en funcion de los resultados
histolégicos

Se realizo6 el andlisis de la beta diversidad en funcién de los resultados histolégicos.
En primer lugar se realiz6 el estudio de la beta diversidad intestinal en funcién de
si los pacientes presentaban gastritis superficial activa, gastritis superficial no
activa, gastritis crénica o mucosa gastrica normal y no se encontraron diferencias
en la composicion bacteriana de estos grupos de pacientes.

Por otra parte, se realizé el estudio de la beta diversidad en funcién de si los
pacientes presentaban gastritis activa superficial o gastritis no activa y tampoco se

observaron diferencias.

6.8.2.3. Estudio de la beta diversidad en funcion de otras variables
Al estudiar la beta diversidad en funcion de otras variables como, el sexo, la edad,
el IMC, la nacionalidad, el tipo de parto o el tratamiento previo recibido obtenemos

resultados sin diferencias entre los grupos comparativos.
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6.8.3. Analisis taxon6mico de las comunidades microbianas intestinales
La mayoria de las bacterias del tracto gastrointestinal pertenecen a dos phyla:

Firmicutes y Bacteroidetes.

Phylum
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Figura 53. Analisis taxon6mico a nivel de phylum de los 51 exudados rectales

148



Resultados

6.8.3.1.

Andlisis taxonémico en funcion del estado de H. pylori

El andlisis taxon6mico a nivel de phylum de la microbiota intestinal, mostr6é que

los phyla mas abundantes en ambos grupos de pacientes fueron Firmicutes (59%

en H. pylori positivos, 63% en H. pylori negativos), seguido de Bacteroidetes (21%

en H. pylori positivos, 21% en H. pylori negativos), Actinobacteria (10% en H. pylori

positivos, 8% en H. pylori negativos) y Proteobacteria (6% en H. pylori positivos,

3% en H. pylori negativos).
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Figura 54. Asignacion taxonémica a nivel de phylum en funcién del estado de H. pylori
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Al realizar el andlisis taxondmico a nivel de clase observamos que en ambos

grupos de pacientes predomina principalmente la clase Clostridia, seguido de la

clase Bacteroidia.
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Figura 55. Asignacion taxon6mica a nivel de clase en funcién del estado de H. pylori
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La taxonomia a nivel de orden sigue la misma tendencia vista en el nivel

taxondmico anterior ya que las clases mayoritarias se desglosan en los 6rdenes

Clostridiales y Bacteroidales.
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Figura 56. Asignacion taxon6mica a nivel de orden en funcién del estado de H. pylori
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La composicién taxondémica a nivel de familia indica que independientemente del
estado del paciente frente a H. pylori la familia bacteriana mas dominante es
Clostridiales, seguido en menor proporcion de las siguientes familias:

Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae y

Porphyromonaceae.
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Figura 57. Asignacion taxon6mica a nivel de familia en funcién del estado de H. pylori
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Profundizando a nivel de género observamos que en ambos grupo de pacientes
predominan los mismos géneros: Peptoniphilus, Bacteroides, Anaerococcus,
Prevotella y Finegoldia.

Cabe destacar que en ambos grupos hay un pequefio porcentaje del género
Campylobacter, en los pacientes positivos un 3.1% y en los negativos un 1.5%.

Sin embargo, no se observa el género Helicobacter ni en el grupo de pacientes

positivos ni en los negativos.
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Figura 58. Asignacion taxonémica a nivel de género en funcion del estado de H. pylori
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6.8.4. Heatmap de los exudados rectales
Se ha realizado el heatmap a nivel de género y en relacion al estado de H. pylori tal

y como se muestra en la siguiente figura:
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Figura 59. Heatmap a nivel de género de la microbiota intestinal (N=Negativo, P=Positivo)
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En el heatmap de los datos obtenidos por secuenciacion masiva del ADN de los
exudados rectales vemos que hay algunos géneros que tienen una mayor
abundancia relativa: Anaerococcus, Bacteroides, Finegoldia, Peptoniphilus y
Prevotella. Sin embargo, no se observan diferencias entre los pacientes positivos y

negativos para H. pylori.
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6.8.5. LEfSe (LDA effect size analysis)

El andlisis LEfSe de las comunidades microbianas intestinales en funcién del
estado de H. pylori, se realiz6 en todos los niveles taxondmicos revelando
diferencias significativas Unicamente a nivel de phylum y género.

El andlisis LEfSe a nivel de phylum revel6é que hay una mayor representacion del

phylum Proteobacteria en los pacientes H. pylori positivos que en los negativos.
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Figura 60. Analisis LEfSe a nivel de phylum en funcidn del estado de H. pylori

El andlisis LEfSe a nivel de género muestra que en los pacientes positivos para H.
pylori hay una mayor abundancia del género Anaerobacter que en los pacientes

negativos para H. pylori.
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Figura 61. Analisis LEfSe a nivel de género en funcion del estado de H. pylori
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6.9. Estudio de la diversidad microbiana entre los dos tipos de
muestras

Debido a que el estudio del microbioma se realiz6 tanto a nivel gastrico como a
nivel intestinal, es interesante comparar las comunidades microbianas de estos
dos nichos ecolégicos.

Como era de esperar el numero de secuencias obtenidas por medio de la
secuenciacion masiva del ADN del material fecal que se encontraba en los
exudados rectales es mucho mayor que el nimero de secuencias obtenidas tras la
secuenciacion masiva del ADN de las biopsias gastricas; tal y como podemos
observar en la Tabla 22. En la que se presenta el nimero de muestras estudiadas
en cada caso, el maximo, minimo y media del nimero de secuencias obtenidas en

cada tipo de muestra.

Muestra N2 de Maximo n2 de | Media Minimo n? de
muestras secuencias secuencias

Biopsia gastrica 51 21824 6395.3 1370

Exudado rectal 51 62462 213329 8456

Tabla 22. Numero de secuencias obtenidas tras secuenciaciéon masiva del ADN en funcién del tipo
de muestra

Por otra parte, se ha realizado distintas medidas de diversidad entre estas dos
comunidades microbianas. Se ha medido la alfa diversidad (diversidad en una
muestra) y la beta diversidad (diversidad entre muestras).

Si consideramos en primer lugar la alfa diversidad de las comunidades
microbianas gastricas e intestinales podemos observar en las Figuras 62 y 63 que

en las muestras de biopsias gastricas hay una menor alfa diversidad en cuanto a la
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distancia filogenética y en cuanto al nimero de especies observadas, que en las
comunidades microbianas del material fecal. Esta diferencia es estadisticamente

significativa en ambos casos (p=0.001).
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Figura 62. Alfa diversidad en funciéon del tipo de muestra representando la distancia filogenética
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Figura 63. Alfa diversidad en funcion del tipo de muestra representando las especies observadas
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Al estudiar la beta diversidad entre estas dos comunidades microbianas, llegamos
a la conclusion observando las Figuras 64 y 65 de que estos dos tipos de muestra
presentan una diferencia clara en cuanto a la composicién bacteriana de las
mismas, ya que en la grafica de beta diversidad observamos dos clusters bien
diferenciados para las muestras procedentes de biopsias gastricas y para las
muestras de los exudados rectales. Estas diferencias se observan tanto en el

analisis cualitativo (p=0.001) como en el cuantitativo (p=0.001).
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6.10. Analisis taxonémico en funcion del tipo de muestra

El andlisis taxondmico en funcién del tipo de muestra, biopsia gastrica o exudado

rectal, muestra que a pesar de que los filos mayoritarios son los mismos,

Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria, la abundancia relativa

de estos filos varia mucho en funcion del tipo de muestra. Como vemos en la Figura

66 el filo mayoritario en las biopsias gastricas fue Proteobacteria y en los exudados

rectales Firmicutes.
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Figura 66. Asignacion taxon6mica a nivel de phylum en funcién del tipo de muestra

Como podemos observar al ir profundizando en los niveles taxonémicos siguientes

estas dos comunidades microbianas se van diferenciando progresivamente la una

de la otra, de forma que podemos distinguir dos nichos ecolégicos distintos.

Figuras 67,68 y 69.
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Figura 67. Asignacion taxon6mica a nivel de clase en funcion del tipo de muestra
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7. DISCUSION

7.1. Diagnéstico de la infeccion por H. pylori

La presencia de H. pylori se evalué mediante pruebas convencionales como el TRU,
el cultivo, la histologia y con un método molecular, una PCR cuantitativa especifica
para H. pylori. Se confirm6 que estas pruebas son métodos de diagndstico fiables,
ya que se observd que todos los pacientes considerados positivos por estos
métodos tenian secuencias del género Helicobacter en el andlisis del microbioma
gastrico por secuenciacion masiva.

Actualmente, no existe un método de referencia en el diagndstico de H. pylori. Al
elegir un método u otro hay que tener en cuenta el objetivo del diagnostico
(epidemiolégico, diagnéstico o de seguimiento), el centro en el que nos
encontramos (experiencia del personal y disponibilidad de medios) y las
caracteristicas del paciente (prevalencia de H. pylori en la poblacion, edad del
paciente, medicacidén previa, etc) (215).

Del total de 18 pacientes H. pylori positivos, 8 tuvieron todas las pruebas positivas,
6 pacientes tuvieron 3 pruebas positivas y 4 pacientes so6lo fueron positivos para
dos pruebas. En este ultimo grupo de pacientes, es importante aclarar que, en dos
pacientes, no fue posible llevar a cabo todas las pruebas y el diagnostico de H.
pylori se llevo a cabo con sélo tres pruebas. En un paciente, la histologia no se pudo
realizar y en el otro paciente el cultivo de la biopsia no se pudo llevar a cabo.

El cultivo de H. pylori es sin duda, el método mas especifico pero presenta una
sensibilidad mas baja. En nuestro caso, en 3 pacientes con el resto de pruebas

positivas (TRU, Histologia y qPCR), no se pudo aislar H. pylori en cultivo. Esto se
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debe principalmente a que H. pylori es un organismo muy labil y que se contamina
con facilidad, inhibiéndose su crecimiento.

Por otra parte, a pesar de que el TRU se considera un método muy sensible y
especifico, en dos pacientes (B6 y B10) con el resto de pruebas positivas el TRU fue
negativo como podemos observar en la Figura 10. Tal y como comentan Uotani et
al. las dos razones mas comunes por las que el TRU puede dar resultados falsos
negativos son el uso reciente de IBP y la presencia de metaplasia intestinal (216).
En nuestro caso, ambos pacientes (B6 y B10) no habian recibido tratamiento
reciente con IBP ni presentaban una metaplasia intestinal.

De la Figura 10, también vale la pena destacar los dos pacientes (B21 y B23) que
presentaron el TRU positivo, sin embargo la PCR cuantitativa para la deteccion de
H. pylori fue negativa. En el caso del primer paciente, B21, tuvo el resto de pruebas
negativas (cultivo e histologia) y en el caso del paciente B23 present6 el cultivo
negativo y la histologia positiva. Por lo que en el B21 se trata, probablemente, de
un falso positivo del TRU mientras que en el B23 se trata de un falso negativo de la
PCR cuantitativa.

Como hemos comentado anteriormente, la histologia es la herramienta que nos
permite conocer las lesiones presentes en la mucosa gastrica y detectar la
presencia de H. pylori, aunque la sensibilidad y especificidad dependen del
patoélogo que lleva a cabo el andlisis. En nuestro estudio, dos pacientes con el resto
de pruebas positivas presentaron el examen histolégico como negativo para la
presencia de H. pylori.

La utilizacién de la PCR cuantitativa especifica para H. pylori presenta la ventaja de
que es un método muy sensible y especifico y que permite detectar la presencia de

H. pylori en aquellos pacientes que tienen una carga bacteriana baja (217). En
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nuestro estudio no se dio el caso en el que un paciente tuviera la qPCR negativa y el
resto de pruebas positivas. Algunos autores han demostrado que la PCR
cuantitativa para detectar H. pylori en biopsias gastricas es mas sensible que los
métodos tradicionales (218). En nuestro trabajo, al utilizar un punto de corte <35
como positivo se consiguié una sensibilidad del 93.3% y una especificidad del
100%.

En poblacién pediatrica, Agudo et al evaluaron un kit comercial de una PCR
cuantitativa para la detecciéon de H. pylori y de la resistencia a claritromicina en
biopias gastricas, MutaREAL H. pylori (Inmundiagnostik, Bensheim, Germany). La
sensibilidad y la especificidad de este método para la deteccion de H. pylori fueron

93.3% y 86.9% respectivamente (219).

7.2. Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes en funcion
del estado de H. pylori

Varios estudios han evaluado la influencia de H. pylori sobre el peso del paciente
obteniendo resultados diferentes tanto en nifios como en adultos (220,221). En
nuestro estudio, hubo una asociacién significativa entre la positividad para H.
pylori y un bajo IMC apoyando los hallazgos previos en Colombia (220,222); sin
embargo, seria necesario confirmar estos resultados con un mayor nimero de
pacientes. El estudio de Mera et al. (124) describe un impacto significativo de la
adquisiciéon de H. pylori en la estatura y el peso. Por otra parte, también se ha
evaluado el efecto de la infeccion por H. pylori en la tasa de retraso de crecimiento,
como en el estudio de Goodman et al. en el que se observa que la infeccién por H.

pylori es acompafiada por un crecimiento lento en nifios en edad escolar de los
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Andes de Colombia (222). Una publicacion mas reciente ha sugerido que el
impacto en el crecimiento es el resultado de la anemia por deficiencia de hierro
como consecuencia de la gastritis créonica causada por H. pylori (124). Otra posible
explicacion podria ser el efecto de la gastritis en las hormonas que intervienen en
el control del apetito (223).

Por otra parte, nuestros hallazgos endoscopicos, y otros descritos previamente
(224), confirmaron que hay un mayor porcentaje de nodularidad antral en los
pacientes positivos para H. pylori que en los pacientes negativos (p <0,001). En lo
que se refiere a los resultados histologicos, la presencia de gastritis superficial
activa fue mas frecuentemente encontrada en los pacientes positivos, mientras que
gastritis superficial no activa fue mas frecuente en los pacientes negativos (p =

0,001).

7.3. Microbioma gastrico

Las bacterias que van colonizando al recién nacido afectan a su desarrollo durante
las distintas etapas del crecimiento y estan influidas por diversos factores tales
como la flora de la madre, alimentacién durante el embarazo, tipo de parto, dieta
del bebé (lactancia materna o férmula) e higiene.

Durante mucho tiempo, se pens6 que el estdbmago era un dérgano estéril, debido
principalmente al bajo pH asociado a la producciéon de acido clorhidrico. Sin
embargo, con el descubrimiento de H. pylori la comunidad cientifica refuté este
dogma y hoy en dia, gracias a la llegada de las nuevas técnicas de secuenciacion de
ADN de alto rendimiento, es posible demostrar que otros microorganismos mas

alla de H. pylori pueden colonizar la mucosa gastrica (225), y que la distribucién
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bacteriana estd dominada en pacientes adultos, principalmente por cuatro filos
(Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria)(226). La composiciéon
de la microbiota gastrica a nivel de género es muy dindmica y esta afectada ademas
de por la inflamacidén y la presencia de H. pylori, también por varios factores como
los habitos dietéticos, la toma de antibidticos, el tipo de vida urbano o rural, etc
(225).

Para estudiar la influencia del estado de infeccion de H. pylori en la diversidad
microbiana gastrica, se examinaron las curvas de rarefaccion de la diversidad
filogenética, las especies observadas y el Indice de Shannon (204,227).

El aumento de la alfa-diversidad bacteriana entre individuos H. pylori-negativo
coincidiria con el estudio de Clemente en el que se mencion6 que una mayor
diversidad microbiana, era en general, asociada con un mejor estado de salud
(228). Por otra parte, nuestros resultados informan que el estbmago muestra una
mayor diversidad microbiana cuando H. pylori esta ausente que cuando esta
presente. Otros autores también han descrito estos resultados (229,230).

Al realizar el estudio de la diversidad beta en funcién del estado del paciente frente
a H. pylori, podemos comprobar la hipétesis de nuestro estudio, segun la cual
comprobamos que la presencia de H. pylori en la mucosa gastrica supone un claro
predominio de esta bacteria lo que altera la composicion microbiana de los
pacientes positivos. Estas diferencias entre los grupos de pacientes positivos y
negativos para H. pylori se observaron con significacién estadistica en el analisis
cuantitativo de la beta diversidad (p=0.001) y aunque en el andlisis cuantitativo no
se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.062) se puede

observar una tendencia de los pacientes positivos a agruparse entre si
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Tal y como hemos comentado anteriormente los pacientes positivos y negativos se
separaban en dos agrupaciones en el analisis cuantitativo de la beta diversidad. Sin
embargo, hubo seis muestras de pacientes H. pylori positivos que se solapan con el
grupo de pacientes H. pylori negativos como vemos en la Figura 20. La
caracteristica que tienen en comun estas seis muestras, era que tenian baja
abundancia relativa en comparaciéon con otras muestras de pacientes positivos
para H. pylori. De hecho, a excepciéon de una muestra que tenia una abundancia
relativa del género Helicobacter de 31,2%, las 5 muestras restantes no tenian mas
de 16% de abundancia relativa del género Helicobacter. Por lo tanto, este
solapamiento puede ser explicado por la baja abundancia relativa del género
Helicobacter en estas muestras debido a un reciente colonizacién por H. pylori o
bien por tratarse de una cepa menos virulenta que no es capaz de dominar el
ecosistema. El porcentaje de abundancia relativa del género Helicobacter del resto
de pacientes positivos para H. pylori es del 75,1%.

El analisis de las comunidades microbianas gastricas revelé la presencia de un
microbioma complejo y rico. Como se muestra en los estudios realizados con
adultos, los filos mas abundantes en el microbioma gastrico fueron Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria (225,226,231,232). En nuestro estudio,
se confirmé que en la poblacion pediatrica se observa el mismo patroén.

La presencia de H. pylori en el estbmago no implica un cambio en los filos mas
abundantes, ya que estos cuatro filos son los mismos en los pacientes positivos y
negativos. Sin embargo, si que se puede observar un cambio en la abundancia
relativa. En primer lugar, se distingue un aumento del filo Proteobacteria en los
pacientes H. pylori positivos y un ligero aumento en el filo Firmicutes en pacientes

que resultaron negativos para H. pylori. El aumento del filo Proteobacteria en los
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pacientes que dieron positivo para H. pylori se debe principalmente al predominio
del género Helicobacter, ya que es una Proteobacteria. Esto fue confirmado
posteriormente por medio del andlisis LEfSe, mostrando que el filo Proteobacteria
y la clase Epsilonproteobacteria estaban sobrerrepresentadas en pacientes H.
pylori positivos.

Un analisis mas detallado de la composiciéon de las comunidades microbianas a
nivel de género nos permite confirmar que en los pacinetes H. pylori positivos hay
un claro dominio de esta bacteria en relacién con el grupo de pacientes negativos y
coincide con lo informado en estudios anteriores llevados a cabo con muestras de
individuos adultos (38,43). Sin embargo, como observamos en la Tabla 20, hay 8
pacientes negativos para H. pylori que presentan una abundancia relativa del
género Helicobacter entre el 1% y el 3.5% (B32, B47, B15, B17, B41, B28, B03 y
B07). De estos pacientes, 3 de ellos (B32, B15 y B28) habian recibido tratamiento
previo para erradicar H. pylori y otro paciente (B47) habia recibido IBP como
tratamiento. Puede ser que estos pacientes tuvieran pocas secuencias de este
microorganismo por haber recibido tratamiento previo. De todas formas,
desconocemos la viabilidad del microorganismo, tal vez solo fueran restos de ADN
de Helicobacter, y para comprobarlo tendriamos que llevar a cabo la técnica de
metatranscriptémica.

Tanto en el grupo de pacientes H. pylori positivos como en los negativos,
Pseudomonas fue el segundo género mas abundante. Este género se ha descrito
previamente en la microbiota gastrica por métodos convencionales (232,233) y
también mediante secuenciaciéon de alto rendimiento por Delgado et al. (234),
aunque en menor abundancia relativa que en nuestro estudio. Sin embargo, no hay

datos disponibles sobre la microbiota del estbmago de pacientes pediatricos, por lo
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que esto podria ser una caracteristica especifica de la microbiota gastrica
pediatrica.

El tercer género que se encuentra tanto en niflos positivos como en negativos para
H. pylori fue el género Staphylococcus. La presencia de estas bacterias ha sido
ampliamente descrita en muestras de estdmagos adultos humanos (232).

Como se describe en los resultados, se encontré una microbiota similar en los
grupos de pacientes positivos y negativos para H. pylori cuando se restaron las
secuencias de Helicobacter (Figura 36), siendo el género Corynebacterium mas
representado en los pacientes positivos para H. pylori y los géneros Clostridium,
Escherichia/Shigella y Rothia en pacientes H. pylori negativos. Esto sugiere que el
entorno de la mucosa gastrica es de alguna manera alterada por la presencia de
Helicobacter, o que existen ciertas interacciones antagénicas entre Helicobacter y
estas bacterias. Yang et al. (235) informaron que los géneros Lactobacillus,
Clostridium, Corynebacterium y Veilonella fueron los mas frecuentes en los
pacientes H. pylori negativos. Estos resultados son consistentes con nuestros
resultados en cuanto al género Clostridium donde se observé un aumento
significativo en los pacientes H. pylori negativos. Se observé una discrepancia
interesante entre nuestro estudio y el estudio de Yang et al. ya que encontramos el
género Corynebacterium de forma mas frecuente en pacientes H. pylori positivos.
Sin embargo, Khosravi et al. también informé de un aumento del nimero de
Corynebacterium en pacientes H. pylori positivos(236). Por otra parte, en nuestro
estudio, el género Lactobacillus fue encontrado en un bajo porcentaje en ambos

grupos.
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En cuanto al andlisis de la microbiota, en funcién de los resultados histolégicos fue
muy interesante observar que el grupo de pacientes con menor alfa diversidad
fueron los que tenian gastritis superficial activa como hemos mencionado
anteriormente. Esto se puede explicar por el hecho de que estos pacientes tienen
una alta prevalencia de H. pylori en las muestras gastricas segun lo revelado por el
analisis taxonémico, gracias al cual es posible saber que el porcentaje medio de la
abundancia relativa de H. pylori en estos pacientes es 61,2 %. Se detect6 una mayor
abundancia relativa de la clase Erysipelotrichia en los pacientes H. pylori negativos
que tenian gastritis superficial activa en comparaciéon con los que no la tenian,
mientras el género Comamonas fue mas abundante en los pacientes H. pylori
negativos sin gastritis superficial activa.

El andlisis de la microbiota en funcién de la nacionalidad no aporta diferencias
siginificativas, sin embargo, seria conveniente realizar este estudio con un nimero
de muestras mas grande ya que los dos grupos no son equiparables (pacientes
espafioles n=42; pacientes extranjeros n=9). Otros autores han estudiado el efecto
de la nacionalidad en la microbiota intestinal y han visto que cambia
considerablemente segun la zona geografica (237,238).

Utilizando el andlisis predictivo metagendémico PICRUSt se observaron algunas
diferencias en categorias funcionales KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) en los pacientes positivos y negativos para H. pylori, principalmente se
observa que en los pacientes positivos predominan las funciones relacionadas con
los procesos celulares y procesamiento de la informacién genética. Actualmente
esta herramienta, todavia es muy novedosa, pero ya hay varios trabajos en los que
se ha realizado la prediccion metagenémica a partir del analisis PICRUST

(211,239-242). Este analisis tiene ciertas limitaciones ya que no se trata de una
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medicidn, sino de una aproximacidn de las funciones microbianas. Para corroborar
las funciones de las comunidades microbianas gastricas seria conveniente realizar
una secuenciacion del genoma completo o una técnica de metaproteémica(214).

Se ha descrito que en raros casos, el estdmago humano puede estar colonizado por
otras especies de Helicobacter (235). Por ejemplo, Helicobacter heilmannii se ha
aislado de biopsias gastricas humanas (243). Por ello, en estas técnicas de
secuenciacion en las que el analisis del ADN a nivel de especie no siempre se puede
realizar, una posible limitaciéon del estudio seria que las secuencias del género
Helicobacter pertenecieran a especies de Helicobacter distintas de H. pylori. Sin
embargo, la prevalencia de especies no-pylori en el estbmago humano es muy baja,
cuando se utilizan métodos de diagnostico convencionales, especialmente en nifios
(244,245).

Parece que la acidez gastrica es un factor fundamental para la diversidad y la
composiciéon de las comunidades microbianas intestinales, ya que este érgano
actia como un filtro ecolégico, por lo que ademas de iniciar el proceso de la
digestion también tiene un papel muy importante como primera linea de defensa
de los microorganismos transmitidos por los alimentos, tal y como explican en
algunos articulos publicados (246,247). Esta funcién de filtro, puede ser alterada
por distintas situaciones como la presencia de H. pylori, por lo que seria
interesante seguir investigando en esta linea para comprobar las alteraciones que

pueden aparecer en la microbiota intestinal tras la colonizacion por H. pylori.
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7.4. Microbioma intestinal

La caracterizacion de las comunidades microbianas intestinales es el tema dentro
del analisis del microbioma humano que mas se ha estudiado por diferentes
autores. La intencion al estudiar el microbioma intestinal en este trabajo era por
una parte corroborar cuales eran las comunidades microbianas mas prevalentes
en la poblacidon pediatrica y sobretodo ver si el microbioma intestinal se veia

afectado por la presencia de H. pylori en el estomago.

La microbiota intestinal es un ecosistema complejo de mas de 1.000 géneros de
bacterias ademas de un gran ndmero de levaduras y virus. La microbiota intestinal
esta dominada sustancialmente por anaerobios estrictos, los principales filos
bacterianos que dominan la composicién de la microbiota intestinal infantil son, al
igual que ocurre en las poblaciones adultas, Firmicutes y Bacteroidetes (228,248),
otros filos sub-dominantes son Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y
Verrucomicrobia (230,249,250). En nuestro estudio podemos observar el mismo
patron, en el que los filos mas abundantes son Firmicutes, Bacteroides y en menor
medida se encuentran los filos Actinobacteria y Proteobacteria.

En la asignacion taxonémica a nivel de orden, observamos que en ambos grupos de
pacientes los d6rdenes con mayor abundancia relativa fueron Clostridiales y
Bacteroidales y en menor proporcién Actinomycetales. Es interesante destacar,
que el orden Enterobacteriales se encuentra en un porcentaje bajo respecto a los
géneros comentados anteriormente, en el grupo de pacientes positivos para H.
pylori encontramos un 2.3% y en el grupo de los pacientes negativos el porcentaje

de Enterobacteriales es 0.95%. Aun asi, en nuestro grupo de estudio este
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porcentaje es mayor que en el estudio de Ellis et al (251) en el que indican que los
pacientes controles presentan menos del 0.05% de Enterobacteriales.

En cuanto a los géneros que mayor abundancia relativa presentan en ambos
grupos de pacientes, como se puede observar en la Figura 58, son Peptoniphilus,
Bacteroides, Anaerococcus, Prevotella y Finegoldia. En menor abundancia,
encontramos la presencia del género Campylobacter, en el grupo de pacientes
positivos para H. pylori observamos un 3.1% del género Campylobacter y en los
negativos para H. pylori un 1.5%. Seria interesante, cultivar estas muestras en
medio especifico para Campylobacter y poder ver de que especie se trata.

En cuanto al analisis de la alfa y beta diversidad en funcion del estado de H. pylori
no se observan diferencias estadisticamente significativas. Esto se puede deber
principalmente a que en las secuencias del ADN obtenidas de las muestras fecales
no se ha observado la presencia del género Helicobacter. En cuanto al analisis del
microbioma intestinal en funcién del tratamiento con IBP o del tratamiento para
erradicar Helicobacter en nuestro estudio no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo en el articulo de Jackson et al (252)
describieron una menor diversidad intestinal tras la toma de IBP. La diferencia de
este estudio con el nuestro es que nuestros pacientes abandonaron cualquier
tratamiento con antbiéticos o con IBP como minimo un mes antes de la realizacién
de la endoscopia. Sin embargo, decidimos estudiar de todos modos si el
tratamiento previo recibido podia haber alterado la flora gastrica e intestinal.

La secuenciacion masiva del ADN es el primer paso para caracterizar las
comunidades microbianas del estdmago y del intestino; sin embargo, este enfoque
no da informacién sobre el estado fisiolégico de los microorganismos. De hecho, no

es posible distinguir entre bacterias vivas y muertas con esta técnica (253). Por lo
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Discusién

tanto, serian necesarios mas estudios con el fin de ver cudl de estos
microorganismos estan muertos. El uso de la secuenciaciéon de alto rendimiento

del ARN permitiria discriminar las bacterias funcionales y las no funcionales.

175



CONCLUSIONES




Conclusiones

8. CONCLUSIONES

1. La PCR cuantitativa en Tiempo Real especifica de H. pylori con un punto de
corte de <35 ciclos como criterio de positividad mostré una sensibilidad de
93.3% y especificidad de 100% comparandolo con los resultados obtenidos

mediante los métodos convencionales realizados en biopsia gastrica.

2. Los pacientes positivos para H. pylori presentaron un menor Indice de Masa
Corporal que los pacientes negativos, ademdas de presentar con mayor

frecuencia nodularidad antral y gastritis superficial activa.

3. La densidad bacteriana segin la PCR a tiempo real demuestra que hay un
mayor namero de bacterias totales en las biopsias gastricas de los pacientes
positivos para H. pylori que en los pacientes negativos, ademds de un mayor

numero de H. pylori.

4. El microbioma que coloniza la cavidad gastrica de pacientes pediatricos
positivos para H. pylori presenta una menor alfa diversidad comparandolo

con el de los pacientes pediatricos no colonizados por H. pylori.

5. Segln el estudio de la beta diversidad, la composicién de las comunidades
microbianas gastricas de los pacientes positivos y negativos para H. pylori
se diferencian significativamente, principalmente debido a un predominio

del género Helicobacter en los pacientes positivos.
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6. El andlisis taxondmico de las comunidades microbianas gastricas revela
que tanto en los pacientes positivos como negativos para H. pylori, los
filotipos mas abundantes fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria. Sin embargo, los porcentajes de abundancia relativa de los
mismos varian considerablemente en estos grupos de pacientes, siendo el
phylum Proteobacteria mas abundante en los pacientes positivos (69.3%)

que en los pacientes negativos (52.6%).

7. El andlisis LEfSe en las comunidades microbianas gastricas nos indica que
hay un claro predominio del género Helicobacter en los pacientes positivos,
y que en los negativos hay una mayor diversidad representada
principalmente por los género Pseudomonas, Lactobacillus, Bacteroides,

Acinetobacter y Comamonas.

8. Al realizar el estudio taxondémico suprimiendo las secuencias del género
Helicobacter se observan mayores similitudes en la microbiota gastrica de
ambos grupos de pacientes. Sin embargo, el género Corynebacterium estaba
mas representado en el grupo de pacientes positivos para H. pylori,
mientras que los géneros Clostridium, Escherichia/Shigella y Rothia

presentaron una mayor abundancia relativa en los nifios negativos para H.

pylori

9. El andlisis metagen6mico PICRUST indica que en el grupo de pacientes
positivos para H. pylori predominan las funciones relacionadas con los con

los procesos celulares y con el procesamiento de la informacién genética. En
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10.

11.

los pacientes negativos para este microorganismo predominan las
funciones relacionadas con el proceso e la informacion ambiental y con el

metabolismo.

Los phylum que dominan el microbioma intestinal en nifios, al igual que en
adultos son principalmente Bacteroides y Firmicutes y en menor medida
Actinobacteria y Proteobacteria. La alfa y beta diversidad intestinal no

muestran diferencias en funcion del estado de H. pylori.

La microbiota gastrica e intestinal representan dos nichos ecolégicos ricos y
complejos pero que estan perfectamente diferenciados, principalmente
segun la densidad bacteriana determinada mediante la PCR a tiempo real y

por otra parte en cuanto a la composicién taxonémica.
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