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PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA

CARACTERIZACION DE Cutibacterium acnes (Propionibacterium) AISLADO A

PARTIR DE ACNE VULGARIS.

RESUMEN

El acné es una enfermedad inflamatoria cronica de los foliculos pilo sebaceos que
afecta principalmente, adolescentes y adultos jovenes. Su etiologia es
multifactorial, incluyendo componentes, como la funcion hormonal alterada,
aumento en la produccién de sebo, la hiperqueratinizacion folicular, la proliferacion
de Cutibacterium acnes (C. acnes), antes denominado Propionibacterium acnes y

la activacion de diversas cascadas inflamatorias (1,2).

13



Existen diferentes metodologias para clasificar a C. acnes, las basadas en el
genoma, en el protebma y en sus caracteristicas bioquimicas (3-7).
Desafortunadamente, las que se basan en las caracteristicas bioquimicas han
generado muchas discrepancias, pero son utilizadas debido a sus bajos costos,
las pruebas basadas en el analisis proted6mico constituyen una herramienta util en
la tipificacion y clasificacion de las especies; sin embargo, estas no son del todo
confiables; y por ultimo las pruebas genomicas existentes comprometen altos
costos, maquinaria y personal especializado. En este trabajo se estandarizé la
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa tipo “Touchdown” multiple (PCR-
TD multiple) para determinar los filotipos de C. acnes circulantes en una poblacion
de Bogota. Se evidencio una mayor prevalencia del filotipo IA2 (96%), seguido de
los filotipo IB (4%), siendo IAl asociado con formas de acné inflamatorio

frecuentemente aislado en otros estudios (8).

Palabras clave: acné, C. acnes, filotipo, biotipo.
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1. INTRODUCCION

La presente investigacion se enfocd en determinacion de los filotipos de C. acnes
aislados a partir de acné vulgaris, con el fin de encontrar relacion entre sus
caracteristicas fenotipicas, genotipicas y caracter patogénico.
El acné se encuentra dentro de las diez enfermedades con mayor prevalencia en
el mundo, alrededor del 85% de los adultos jovenes entre 12 y 25 afios presentan
esta patologia (9). Ademas, es considerado una de las principales causas de
consulta en el servicio de dermatologia, debido a las secuelas cutaneas, que

afecta la autoestima de quien lo padece.

El acné vulgar, se define como una enfermedad inflamatoria cronica de la unidad
pilo sebacea, su etiologia estd asociada con varios factores, como la funcién
hormonal alterada, aumento en la produccion de sebo, la hiperqueratinizacion
folicular (consecuente obstruccion del canal pilosebaceo o comed génesis), la
proliferacion de Cutibacterium acnes (C. acnes) y la activacion de diversas

cascadas inflamatorias (2,10).

La filotipificacion (clasificacion segun la secuencia de ADN) de C. acnes se ha
incrementado debido al papel emergente y la necesidad de relacionar los filotipos
con las enfermedades reportadas. Estos, varian en la produccion de factores de
virulencia, el potencial inflamatorio, las propiedades bioquimicas, agregativas, y
caracteristicas morfologicas.
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La escasa informacion de los filotipos de C. acnes en Colombia, e incluso en
Latinoamérica, sobre el comportamiento molecular de resistencia, la severidad de
la patologia adquirida, dada por los filotipos produce la administracion de terapias
antimicrobianas no especificas, generando asi mayor resistencia. Por lo cual, es
de gran importancia revisar a C. acnes en la practica clinica del acné, discutir los
aspectos moleculares de la filogenia, la tipificacion molecular y las caracteristicas

bioquimicas (3,4).

En la presente investigacion se analizaron cepas previamente aisladas de C.
acnes tomadas de lesiones inflamatorias de acné en pacientes que consultaron al
servicio de Dermatologia Fundacion Sociedad de Cirugia de Bogota, Hospital San
José en el afio 2016 y que fueron tipificadas con MALDI-TOF previamente, siendo
esta investigacion una segunda etapa con los datos e informacién obtenida de

ellos (50).

Se empled la reaccion en cadena de la polimerasa tipo Touchdown multiple (PCR
TD mudltiple), para la determinacion de filotipos y biotipificacion a través de pruebas

de fermentacién de carbohidratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar las cepas de C. acnes aisladas a partir de pacientes con acné que
consultaron al servicio de Dermatologia de la Fundacion Sociedad de Cirugia de
Bogota, Hospital San José en el afio 2016, por medio de técnicas moleculares y

bioquimicas.

2.2 Objetivos especificos

e Estandarizar la reaccion en cadena polimerasa especifica para cada uno de
los filotipos de C. acnhes

e Realizar la filotipificacion de C. acnes por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa.

e Realizar la biotipificacion de C. acnes, mediante pruebas de fermentacion
de azucares.

e Analizar los resultados obtenidos de los filotipos y biotipos en cepas de C.

acnes.
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3. ANTECEDENTES

Segun el grupo latinoamericano de estudio del Acné, las primeras referencias al
acné en la literatura médica, se encuentra en el “papiro de Ebers”, considerado
como uno de los tratados médicos mas antiguos en la civilizacién ya que fue
escrito en Egipto en el afio 1500 a.C, en el cual segun la traduccién de Budge, la
palabra Aku-t hace referencia a forinculo, inflamacion, llaga, pustula, o alguna
hinchazon (11). Igualmente grandes fildsofos de la edad antigua como Hipocrates
y Aristoteles reconocen también la existencia de esta enfermedad, conocida
entonces en Grecia como “ionthus” que significa en plural “el primer crecimiento de
barba” y en Roma como “vari’; Por lo tanto, aunque no se definia bien la
patologia, si se sabia que estaba relacionada con la pubertad, y que aquellos
sintomas que no cumplian con esta condicion eran identificados como Rosécea

(12).

El acné es probablemente la enfermedad dermatol6gica mas comun en la historia
de la humanidad, en 1992 en lo que podria ser el descubrimiento mas importante
de la arqueologia egipcia, se descubrid la tumba del faradn Tutankamoén, de la
XVIII dinastia (1339-1329 a.C) a cargo del arquedlogo y egiptélogo inglés Howard
Carter en el valle de los Reyes, frente a Luxor, Egipto; los restos del rey

evidenciaban huellas de acné y en su tumba medicamentos utilizados para el
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tratamiento de esta patologia (13).

En cuanto a la evolucién de la palabra acné, aln se encuentra en discusion, sin
embargo, la primera vez que aparece el término “ionthus” es en el Siglo Il a.C en
Onomasticon, un diccionario de la época, escrito por Julius Pollux, profesor
griego de retérica en la Academia platénica, siendo esta la Unica obra que se

conserva en la actualidad de Pollux (11).

Para el siglo V d.C el médico y escritor Bizantino, Aetius Amidenus, escribié una
enciclopedia médica llamada el Tetrabiblion, donde aparece por primera vez la
palabra acné. Aunque este hecho es muy confuso dado que en una de seis
ediciones fue escrita como “acmé” y en las cinco restantes como “acné” esto pudo
deberse, segun Grant, a los intentos del editor de acomodar el término en la

medicina griega que dio como resultado una variedad ortografica, “acnas”, “acnae”,

“acmas” y “acmé” sin embargo no se puede descartar, error del copista (11,12).

Geoffrey Chaucer hizo importantes aportes a este padecimiento en el siglo VII d.C,
como fue implementar tratamientos diferentes para el acné y la Rosacea ademas
de asociar el consumo de alimentos picantes o bebidas fuertes con la aparicion del
acné, basados en esto, posteriormente Theocritus, Thomas Elyot y Rhodiginus,
asocian la adiposidad en la parte superior del cuerpo con forinculos y puntos
negros al mismo tiempo que de una posible disfuncion endocrina. En 1638,
Riolanus relaciona el acné con trastornos menstruales.
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Durante las siguientes décadas, la literatura sobre el acné se vuelve extensa,
enfocados en temas de clasificacion y nomenclatura, segun Grant, “todas las
condiciones pustulosas de la cara deben ser llamado acné; necesariamente para

cualquier lesion que tenga una aureola rojas (traduccion propia)” (11).

Robert Willan publicé en 1808 el primer volumen de “On cutaneous diseases”, sin
embargo murié 3 afios después; su sucesor, Thomas Bateman recopilé y afiadié
los conocimientos que habia adquirido con Willan y public6 el segundo volumen de
“On cutaneous diseases”, donde designa cuatro formas de acné, (acné simplex,

acné punctata, acné indurata y acné rosacea)(14).

En 1857, Erasmus Wilson expreso en su libro “On Diseases of the Skin” que en la
clasificacion de Willan, las primeras tres formas de acné son meras modificaciones
de la misma forma de la enfermedad, por lo tanto, la misma elevacién, ocurre en
diferentes periodos de su desarrollo. En efecto, Erasmus decide separar el acné
rosaceo del acné vulgaris y establece las diferencias para diagnosticar las
variedades de este, como la ausencia de cualquier foliculo excretor en acné
vulgaris, la presencia de una apertura excretora en acné punctata, el curso
indolente de acné indurata y la distribucién en general de todas estas formas
sobre la superficie del cuerpo. En el caso de acné rosacea es distinguible de las
anteriores por la gran vascularidad de sus elevaciones, la congestion y el grosor

de la piel que la rodea (15). Igualmente al describir las causas del acné vulgaris,
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afirm6 que se da con mayor frecuencia en personas jovenes 0 que estan en la
pubertad, debido a un estilo de vida sedentario, fatiga mental y amenorrea en

mujeres (15).

El bacilo del acné fue visto por primera vez en 1891 por Paul Gerson Unna,
médico alemén conocido por implementar la histologia en enfermedades
dermatolégicas, quien no pudo cultivar este microorganismo, sin embargo, lo
responsabiliza de la aparicion del comedén (grano sebaceo que se forma
generalmente en la piel del rostro o de la espalda debido a la obstruccion del

conducto excretor de una glandula sebéacea) y la supuracion consecuente (16).

En 1897, Sabouraud cultivé los bacilos y los asigné también como el agente
causante en la produccion del comeddn, no obstante afirmé que la supuracion se
debe a Staphylococcus porque histologicamente encontré estos microorganismos
fagocitados, caso diferente de los bacilos, donde no encontr6 sefales aparentes
de haber sido capturados por los fagocitos (14,17). El cultivo hecho por
Sabouraud, resultd en un crecimiento rapido de Staphylococcus, seguido en
cuatro dias por la aparicion de un boton café que, se incrementé gradualmente,
por lo tanto, los bacilos podian ser obtenidos después de un mes de crecimiento y
lo llamoé “bacilo de grasa seborreica” (bacille de seborrhee grasse). Esta
connotacion cambid segun investigaciones posteriores de Gilchrist (1900, 1903),

Halle y Civatte (1907), Hartwell y Streeter (1909), Fleming (1909) (16),Suldmerson
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y Thompson (1909) y Molesworth (1910) (18), quienes demostraron que el
“microbacilo” tenia un crecimiento O6ptimo en condiciones anaerobias y su
morfologia era similar al género Corynebacterium, por lo que se determin6é que
hacia parte de este género y fue nombrado Corynebacterium acnes (C. acnes).
Sin embargo, en 1946 Douglas y Gunter, presentaron dudas acerca de la
clasificacion taxondémica y la presencia de este microorganismo en piel sana, por
lo que realizaron un ensayo que incluia cepas previamente aisladas de C. acnes,
sometidas a diferentes pruebas bioquimicas, concluyendo con esto, que C. aches
tiene mas afinidad por el género Propionibacterium. Es asi que se transfiere el
organismo anteriormente conocido como Corynebacterium acnes al Género
Propionibacterium, como P. acnes, sobre la base de su relacion con el oxigeno y

la naturaleza de su proceso catabdlico (19).

La subdivision de P. acnes en los tipos | y Il fue descrito por Johnson y Cummins
en 1972 basado en pruebas de aglutinacion de carbohidratos presentes en la
pared celular y la capacidad de fermentarlos. Las cepas de Tipo | y Il pueden ser
discriminadas, siendo esta Ultima carente de galactosa en la pared celular e
incapaz de fermentar el sorbitol (6,20). En los afios posteriores la deteccion de
filotipos, filogrupos y subtipos ha tenido multiples aportes segun rasgos fenotipicos

y/o moleculares, como pruebas bioquimicas basadas en la hemdlisis producida
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por distintos filogrupos, perfiles de fermentacién, desorcidn/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI-TOF), tipificacion con anticuerpos monoclonales,
ribotipificacion basado en el estudio de ARNr 16s (21,22), multiples analisis por
PCR, que incluyen variaciones de esta misma (4,23-25), codificacion de proteinas

y secuenciacion genética.

Sin embargo, muchas de estas técnicas no cuentan con la especificidad necesaria
para determinar cada uno de los tipos, lo que dificulta su diagnostico y el analisis

de asociaciones a distintas patologias.

Los ensayos de PCR convencionales no diferenciaban 1Al del tipo I1A2, IC o cepas
de tipo 1l (22,26), es hasta el afio 2015 que se estandariz6 una técnica de PCR TD

multiple, obteniendo una especificidad del 100% (4).

La secuenciacion de nucleétidos de locus Unico, se ha basado principalmente en
los genes recA y tly (metil-transferasa / hemolisina), esta técnica es eficiente para
identificar los tipos I, Il y Ill pero muestra una especificidad reducida para
diferenciar el tipo IB del tipo IA2 y algunas cepas dentro del clado del tipo 1A1, ya
que comparten alelos idénticos debido a la transferencia horizontal de genes (5,
21,27). Mas recientemente, la tipificacion con anticuerpos dirigidos a los tipos IA,
IC y Il combinados con el andlisis de la secuencia recA, evito este problema,

facilitando la diferenciacion de tipo IB de todas las cepas del tipo IA (28). MALDI-
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TOF también ha sido descrito como un enfoque valioso para la identificacion de

filogrupos con alto rendimiento, a excepcion de los tipo 1AL de los IA2 (29).

En la actualidad, la tipificacion con secuencia multilocus (MLST) es la prueba Gold
estandar ya que ha logrado la diferenciacion de cada uno de los filogrupos con alto
rendimiento y especificidad, esta basado en secuencias de nueve (30), ocho,
siete (5) y cuatro genes (31) segun reportan diferentes autores respectivamente
sin embargo esta técnica es costosa y laboriosa, también existe amplificacion de
ADN polimorfico (RAPD) que ha sido usado para la diferenciacion del tipo | y I

(32).

Historicamente la clasificacion de P. acnes ha evidenciado una evolucion, desde la
deteccién de serogrupos segun los carbohidratos presentes en la pared celular
(serogrupo | y 1), hasta analisis filogenéticos de alto rendimiento que logra agrupar
las cepas en complejos clonales segun los patrones evolutivos. En la actualidad se
propone una nueva clasificacion basados en propiedades morfoldgicas,
bioquimicas y proteogendmicas, clasificando los filotipos | y Il en la subespecie,
Propionibacterium acnes subs P. acnes subsp. nov. y Propionibacterium acnes
subsp. elongatum subsp. nov. para tipo Il sin embargo esta no ha tenido gran

acogida(33) .
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Por ultimo, la reclasificacion de las especies de la familia Propionibacteriaceae,
por parte de Scholz et. al, agrupando a P. acnes, P, granulosum y P. avidium en el
género Cutibacterium, debido a discrepancias filogenéticas que existian en la
familia, renombra las especies segun el género acuiiado, Cutibacterium acnes,

Cutibacterium avidium y Cutibacterium granulosum (34).

4. MARCO REFERENCIAL

4.1 La piel

La piel constituye una barrera de defensa del cuerpo y uno de los principales
canales de comunicacion de nuestro organismo con el medio ambiente que nos
rodea; esta integrada por dos capas, la dermis y la epidermis, esta ultima siendo la
mas superficial, se encuentra compuesta por una matriz extracelular que separa el
tejido epitelial, del tejido conjuntivo; sobre la cual, se apoyan células
especializadas en la produccién de queratina principalmente (queratinocitos), que

estimula el crecimiento de células epiteliales en la piel (35).

Los queratinocitos son las células predominantes de la epidermis, en donde segun
su morfologia se pueden evidenciar cinco capas diferentes, desde el interior hasta
el exterior, la primera capa es la germinativa, que esta constituida por una sola

franja de células cilindricas con puentes intercelulares poco visibles; la segunda
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capa denominada espinosa debido a que las células que lo componen, tienen
prolongaciones con forma de espinas, con alta concentracién de nutrientes y esta
dispuesto en capas entre dos y seis células; después se encuentra el estrato
granuloso que contiene células aplanadas en capas de hasta tres células, éstas,
no se multiplican, envejecen y pierden el nucleo a diferencia de las capas
anteriores, éste, estrato también puede ser llamado queratohialino ya que en sus
células se pueden ver gran cantidad de granulos de queratohialina, sustancia
precursora de la queratina. Seguidamente el estrato licido, demarca la zona de
transicion entre el estrato granuloso y el cérneo, sus células se encuentran
muertas, con bordes poco definidos, sin ndcleo y con muchos filamentos de
gueratina. Por ultimo, se encuentra la capa cOrnea, siendo esta la mas externa en
la piel, constituida por células muertas, queratinizadas y anucleadas (corneocitos)
gue se descaman continuamente, esta capa, constituyen las tres cuartas partes de
la epidermis siendo mas gruesa en areas sometidas a mayores presiones o
continuos roces como, las zonas palmo plantares, ademéas de ser una fuerte
barrera mecanica contra el ingreso de microorganismos al cuerpo e impermeable

al agua.

La dermis, capa mas interna de la piel, esta irrigada por una gran cantidad de
vasos sanguineos y canales linfaticos, asi como de colageno, células del sistema
inmune (polimorfonucleares, linfocitos, neutrofilos, macréfagos, etc.), glandulas

sebaceas y foliculos pilosos (10,35).
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La dermis estd conformada por dos capas, una papilar o dermis superior,
conectada con la lamina basal, cuyas fibras de colageno y elasticas se organizan
de forma perpendicular al epitelio, aqui encontramos de igual manera los
corpusculos de Meissner (terminaciones nerviosas responsables de Ia
sensibilidad). La segunda capa, reticular o dermis profunda, esta constituida por
tejido conectivo con fibras elasticas dispuestas en todas las direcciones, formando

una estructura compacta que le da resistencia y elasticidad a la piel.

La piel tiene un pH acido (5.0 y 6.0), lo que evita un ambiente propicio para
muchos microorganismos, ademas, la presencia de glandulas sebéaceas
productoras de antimicrobianos, la produccion de péptidos antimicrobianos
(defensinas) por parte de los queratinocitos, la melanina, proteina encargada de la
proteccion del ADN, secretada por los melanocitos y por dltimo la presencia de
células de Langerhans como células presentadoras de antigeno constituyen una

barrera innata en la defensa de la piel (35).

En la piel, se sitdan virus, hongos, bacterias y microparasitos, la mayoria de estos
son considerados comensales, es decir, que se alimentan de la descamacion o de
nutrientes que llegan a través de la dieta y el aire inspirado; unos pocos son
mutualistas, que le brindan al organismo, vitaminas y enzimas que no puede
sintetizar, también estan encargados de ocupar nichos bioldgicos que, de estar

libres, serian colonizados por patdgenos.
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La microbiota de la piel, interactia con los queratinocitos, ubicandose en
microambientes, con diferente pH, humedad, temperatura y contenido de sebo; los
habitats de la piel tienden a ser muy diferentes entre los segmentos corporales; sin
embargo son muy similares entre individuos de la misma edad y sexo, pues estos
poseen propiedades fisicas, quimicas y fisiolégicas comunes que facilitan la

colonizacion de microorganismos con las mismas caracteristicas (36).

En general el hbitat cutaneo es deficiente en péptidos, esta embebido en sudor
rico en sal y proteinas antimicrobianas, las glandulas sebéceas, secretan un sebo

abundante en lipidos que le proporcionan a la piel una capa hidréfoba.

Se han descrito 19 filos en la microbiota cutanea, lo mas frecuentes son:
actinobacteria (52%), firmicutes (24%), proteobacteria (16%) y bacteroides (6%).
Siendo parte C. acnes del filo actinobacteria que también envuelve géneros como

Corynebacterium, Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, entre otros (36).

4.2 Cutibacterium acnes.

4.2.1 Generalidades

C. acnes es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, de crecimiento lento,
no esporulado, que produce &cido propidnico como subproducto metabdlico,
perteneciente a la familia Propionibacteriaceae y el género Cutibacterium.
Coloniza las glandulas sebéaceas, obtiene energia de los acidos grasos del sebo,
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considerandose asi un microorganismo lipofilico, y es ocho veces mas frecuente
gue las otras propionibacterias; su colonizacién se inicia poco tiempo después del
nacimiento y se incrementa entre uno y tres afios antes de la madurez sexual,
especialmente en la cara y el térax. Aunque se relaciona con las enfermedades
dermatoldgicas, también posee efectos beneficiosos sobre el huésped al modular
la respuesta inmune y hacerla mas eficaz ante determinados patégenos; produce
bacteriocinas que protegen el nicho pilosebaceo de otros patdgenos y, a cambio
de esta proteccion, utiliza los nutrientes presentes en el sebo, desarrollando asi

una relacion mutualista con el huésped (36).

C. acnes forma parte de la piel, la cavidad oral, intestino delgado, aparato
genitourinario y conducto externo auditivo, in vitro, es capaz de sobrevivir hasta 8
meses bajo condiciones anaerodbicas sin subcultivo, sugiriendo que también podria
sobrevivir en tejidos a bajos potenciales de oxidacién (36). Ademas, C. acnes
puede resistir la fagocitosis y persistir intracelularmente dentro de los macrofagos,
esta resistencia puede ser atribuible a la via de la arginina deiminasa (ADI) (37),
sistema que convierte la arginina en ornitina, generando amoniaco (NH3) y
adenosin trifosfato (ATP) que neutraliza la acidificaciéon del fagosoma. Otra
posibilidad es un escape fagosomal, debido a que el factor CAMP se asocia como

una toxina formadora de poros (7,38).

C. acnes se considera un patégeno oportunista, asi como su asociacién con una
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serie de condiciones inflamatorias. Es reconocido principalmente por su papel en
el acné vulgaris donde se cree que contribuye a la fase inflamatoria de la
condicion. Otras condiciones donde se ha sugerido la participacion de C. acnes
incluyen sinovitis, hiperostosis, osteitis (SAPHO) y sarcoidosis, una enfermedad
granulomatosa sistémica de etiologia desconocida, esta ultima debido a que el
ADN de C. acnes se ha aislado de ganglios linfaticos de pacientes con sarcoidosis

(39,40).

4.2.2 Clasificacion

Descifrar el genoma de C. acnes permiti6 una mejor comprension de sus
caracteristicas, tanto la induccién y la distribucion de la inflamacion en el foliculo

pilosebaceo, como su rol en la fisiopatologia del acné u otras afecciones (1).

La secuenciacion genética de C. acnes fue dada a conocer en 2004, por Holger
Briiggemann et al., su genoma es un cromosoma circular con 2.560.265 pares de
bases que codifican alrededor de 2.333 genes putativos. Asi, en la actualidad, ya
se han identificado multiples genes implicados en la inmunopatogénesis del acné

(41).

Se han empleado diversas técnicas para clasificar a C. acnes y sus fenotipos, la
mas reciente utilizacion de analisis de secuencias del gen recA y, un gen putativo

de hemolisina tly reveld la existencia de polimorfismos especificos en lineas
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filogenéticamente distintos. Se han descrito seis grupos filogenéticos de la especie

C. acnes (IA1, IA2, 1B, IC, II, 1I) (5,6).

Entre ellos, un pequefio subgrupo de cepas tipo |, con una expresion distinta de la
proteina CAMP factor 5, fue definido como tipo IB. Estos tipos filogenéticos
difieren en su asociacion con la enfermedad, produccion de genes putativos
determinantes de virulencia, sus propiedades inmunogénicas e inflamatorias, asi

COMoO en sus caracteristicas bioquimicas, agregativas y morfologicas (7).

Los aislamientos de tipo Il son positivos para la actividad lipasa, variable en su
produccion de hialuronidasa y proteinasas. Sin embargo, negativo para la
actividad lecitinasa, asi como a y pB-hemoalisis (hemolisis parcial y total de globulos
rojos respectivamente). Sabiendo que los aislados tipo | son variables para la a 'y
B-hemodlisis, aislamientos de tipo Il son negativos para la hemdlisis B, y variable
para actividad a-hemolitica. La produccion de lipasa, lecitinasa, proteinasas y
hialuronidasas fue variable para el tipo | y Il. Andlisis por PCR de aislados de tipo
[l reveld la presencia de una co-hemolisina (factor CAMP), asi como el tly gen que
codifica una hemolisina/citotoxina putativa que ya se han descrito en los tipos | y Il

(42).

Para el afio 2012 se identific6 un nuevo filogrupo (IC), gracias al andlisis
filogenético en secuencias de genes “housekeeping”. Todos los aislamientos de
este grupo presentan resistencia a los antibidticos anti-acné que resultan de
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mutaciones puntuales en el gen 16S (1058 G — C) y 23S rRNA (2058 / 2059 A —

G) ademas, muestran una reaccion dual con anticuerpos monoclonales anti 1A'y

Il, expresan adhesinas de union al dermatan sulfato, son hemoliticos, y no

fermentan sorbitol, en comparacion con las cepas de los tipo 1Al , IA2, IB y I,

este grupo contiene una serie de 1 suprimidas, incluyendo proteinas hipotéticas y

varias enzimas metabdlicas(6).

Por otro lado, C. acnes puede ser clasificado igualmente por biotipos, ribotipos
(RT), secuencias tipo (ST) y complejos clonales (CC). Los biotipos son
determinados de acuerdo a la capacidad de fermentacién de tres carbohidratos:
ribosa, eritritol y sorbitol. Existen 6 biotipos de C. acnes agrupados en dos
serotipos. El serotipo | (presencia de galactosa en la pared celular) esta subdivido
en cinco biotipos, | (ribosa (+), eritritol (+), sorbitol (+)), Il (++-), Il (+=+), IV (+—-),
y V (-—-) y el serotipo |l (ausencia de galactosa en la pared celular) solo consiste

en el biotipo Il (++-) (3,20) (ver Tabla 1).
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Tabla 1. Biotipificacion de C. acnes

Serotipo Biotipo | Ribosa | Eritritol | Sorbitol

I | + + +
Galactosa (+)

Il + + -

1] + - +

v + - -

vV - - -

[l I + + +
Galactosa (-)

[l + + -

Fuente: Biotyping of Propionibacterium acnes isolated from normal human facial
Kishishita et.al, 1979

La ribotipificacion consiste en el secuenciamiento del ADN ribosémico 16S (rDNA),
para lo cual se determina cada secuencia Unica del ADNr 16S y se le asigna un
Ribotipo (RT), existen diez ribotipos principales encontrados en la piel de
individuos con acné y sanos. La secuencia de C. acnes mas abundante fue
definido como ribotipo 1 (RT1); todos los otros ribotipos definidos tienen una
identidad de secuencia >99% con respecto al RT1. El analisis de los 10 ribotipos
muestra, asociaciones con la salud y/o enfermedad especifica. Los RT 1, 2,y 3

estan uniformemente distribuidos entre el acné y los individuos normales. Los RT
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4,5,7, 8,9y 10 se encuentran predominantemente en pacientes con acné (21).

Por dltimo, los esquemas de secuenciacion multilocus y locus Unico (MLST y
SLST) para la tipificacion de C. acnes, se basan en la secuenciacion de genes
“housekeeping”, que codifican factores de virulencia putativos y antigenos de
superficie celular en C. acnes. Los genes seleccionados son proteinas asociadas
a la invasién (pamce, pap60), hidrolasa de glicerol-éster (gehA), antigenos de
superficie celular altamente inmunorreactivos (htaA; hsp20), hemolisina/ citotoxina
(tly), familia de cinco factores CAMP, ademés de una siquimato deshidrogenasa
(aroE), cadena 3 de ATP-sintetasa (atpD), guanilato quinasa (gmk), sintetasa GMP
(guaA), proteina de union al GTP (lepA), recombinasa (recA) y superoxido

dismutasa (sodA).

Se debe tener en cuenta el esquema a realizar, ya que esta documentada la
utilizacién de cuatro, siete, ocho y nueve genes “housekeeping”, para lo cual se
asigna un numero particular de alelo a cada secuencia Unica que se encuentre.
Cada muestra se caracteriza por las secuencias Unicas de alelos en cada uno de
los loci (MLST4, MLST7, MLST8 y MLST9), lo cual constituye su perfil alélico o
tipo de secuencia (ST), que por medio de un algoritmo disefiado para analizar los
resultados (eBURST), permite inferir patrones evolutivos y asi agrupar las STs en

complejos clonales (CC) (5,27,31,43,44).
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4.2.3 Diagnostico

El diagndstico de C. acnes, en primera instancia dependera de la afeccion,
sintomatologia y lugar anatémico de infeccion, después se obtiene una muestra
(liquido sinovial, pericardico, pus, etc.); donde la observacion de bacilos Gram
positivos presentes en la muestra o aislados a partir de un subcultivo y pruebas

bioquimicas componen el diagnéstico microbiol6gico en sus primeras fases.

La morfologia de C. acnes corresponde a bacilos pleomoérficos, ramificados o no,
formas cocoides o bifidas, no filamentosas (a excepcidn del filotipo Ill). Las células
son a menudo "en forma de garrote” con un extremo redondeado y el otro cénico.
Las células se producen de forma individual, en pares o en cadenas cortas,
dispuestas en "V" o "Y", o con un arreglo de "caracter chino". El cultivo es
recomendable en medio triptona extracto de levadura o agar sangre, las colonias
en este Ultimo son convexas, semi opacas Y brillantes; se han visto pigmentadas
en una gama de colores del blanco al rojo. Las condiciones de incubacion hacen
referencia a una cdmara de anaerobiosis, donde se asegura una atmdosfera con

80% nitrogeno, 10% diéxido de carbon y 10% hidrogeno, a 37°C por 48 horas.

Las caracteristicas bioquimicas o metabdlicas de este microorganismo, presentan
gran similitud con géneros como Corynebacterium sp. o Actinomyces sp., lo cual
dificulta su determinacion por pruebas bioquimicas, sin embargo, kits comerciales
han logrado determinar C. acnes con gran especificidad, como es el caso de
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sistemas de identificacion miniaturizados API (sistema API 20 A, Rapid ID 32 A,

APl ® Coryne (bioMérieux®, Marcy) (52).

Estos kits se basan en la capacidad de C. acnes de producir catalasa (100%), 3-
Galactosidasa (89%), N-Acetil-RB-Glucosaminidasa (100%), indol (100%) también
su capacidad por fermentar especialmente glucosa (89%), otras pruebas que se
pueden usar son, la reduccion de nitratos (24%), presencia de Pirolidonil
Arilamidasa (63%), Fosfatasa Alcalina (36%), R-Glucuronidasa (54%), a-
Glucosidasa (63%) y Ribosa (63%) entre otras, las nombradas aqui son aquellas
que presentan un porcentaje de pruebas positivas para el género mayor al 20%,
sin embargo aquellas pruebas que tienen porcentajes menores también serviran

para la discriminacion adecuada del género (45).

Las pruebas proteogendmicas tienen mayor rendimiento y sensibilidad para la
determinacidén de género y variaciones intraespecie, sin embargo, estas técnicas
no son usadas para la deteccion rutinaria de los microorganismos, debido a su alto
costo y dedicacién, siendo utilizadas por investigadores con el fin de discernir
caracteristicas, factores de patogenicidad, patrones evolutivos, entre otros, que
logre una mejor comprensiéon del microorganismo y todo lo que lo rodea; algunas

de estas técnicas son:

e MALDI-TOF: La espectrometria de masas (desorcion laser asistida por la
matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo) se ha convertido en un
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recurso de referencia para la identificacion de microorganismos en los
servicios de microbiologia clinica. Dicha metodologia permite la
identificacion de microorganismos mediante el analisis de proteinas,
principalmente ribosomales, a partir de bacterias completas; este analisis
conduce a la creacion de un espectro de masas que es especifico para
cada especie. No obstante, los datos publicados en relacién con C. acnes
revelan buena capacidad para discriminar entre géneros, pero no, entre los
filotipos especialmente el IA1 de IA2 y IB (46).

PCR: La reaccién en cadena de la polimerasa, es una reaccion enzimatica
in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN
durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada
fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la actividad de la enzima ADN
polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las

células.

La filotipificacién de C. acnes por alguna de estas técnicas son utilizadas con gran

especificidad, sin embargo, el costo y esfuerzo necesario, hacian de estas

técnicas dificiles de reproducir y financiar; Beverley et. al reporta uno de los

primeros ensayos de PCR para C. acnes, sin embargo, esta no es capaz de

diferenciar los filogrupo Al del 1A2, 1B, IC ni el IlI.

PCR Touchdown (PCR TD): Esta es una técnica de PCR modificada, la
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cual consisten en establecer una temperatura de anillamiento (temperatura
en la que los cebadores se unen al ADN molde) inicial mayor que la
temperatura de fusién o “melting” (temperatura en la cual la mitad de los
cebadores se encuentran unidos al ADN molde), reduciéndose
gradualmente por ciclo entre 1 y 2°, hasta que alcanza la temperatura
“‘melting” calculada. Esta técnica se puede incorporar como una parte
estandar de cualquier PCR para mejorar especificidad y la formacion de
producto, también tiene el potencial de superar en gran medida los
problemas asociados con las altas temperaturas de anillamiento necesarias
y es particularmente atil para amplificar secuencias con estructuras
secundarias extensas o con alto porcentaje G + C en islas gendémicas. Es,
especialmente importante en la realizacion de PCR multiple, obtener
cebadores con temperaturas de anillamiento similares, para no afectar los
productos amplificados, esto puede ser algo dificil de lograr, por lo tanto, se
deben utilizar temperaturas en diferentes rangos, que aseguren el
anillamiento eficaz de todos los pares de oligonucle6tidos con la secuencia

blanco.

Para el afio 2015, Barnard et.al define nuevas secuencias blancos, en el disefio

de primer’s de los genes atpD, recA, toxina de la familia FIC, ATPasa, sod Ay 16s

rRNA en un ensayo multiple de PCR TD, esta tuvo una especificidad del 100% en

comparacion con la MLST considerada la prueba “Gold standar” (4,26)
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4.3 Acné vulgar

El acné es una enfermedad inflamatoria crénica de la unidad pilosebacea que
afecta, principalmente, adolescentes y adultos jovenes. Se calcula que antes de
los 21 afios entre el 80 y el 90% de esta poblacion ha estado expuesta a la

enfermedad.

Se ha demostrado que el acné tiene una heredabilidad del 78% en parientes de
primer grado asi como su relacién en la aparicion de este a edades mas
tempranas o su severidad(2). A nivel econdmico en los Estados Unidos, se
invierten mas de 3 mil millones de ddlares al afio en los costos directos e
indirectos del tratamiento y la pérdida de productividad. Sin embargo, el acné
puede persistir después de los 21 afios y se sabe que 12% de las mujeres

mayores de 25 afios aun sufren de acné facial (1).

Esta enfermedad se caracteriza por la obstruccion al flujo del sebo por el conducto
pilosebaceo debido a wuna queratinizacion anormal, que se manifiesta
fundamentalmente en la cara y parte superior del térax; y se puede clasificar

segun:

1. Edad de presentacion: En neonatal de 0 a 30 dias de nacimiento, lactante
de 1 a 24 meses, infantil de 2 a 7 afos, preadolescente de 8 a 11 afios,
adolescente de 11 a 25 afios y adulto después de los 25 afios.

2. Lesion predominante:
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Comedonico: Considerado la forma mas frecuente, se caracteriza por
lesiones hiperqueratinizadas en los foliculos pilosos y tradicionalmente se
conocen como espinillas y/o barros o como comeddn abierto y cerrado
respectivamente en el ambito clinico.

Papulo-pustuloso: Caracterizado por la aparicion de papulas (elevaciones
cutaneas, inflamatorias y enrojecida) con presencia de pus, grasa Yy
bacterias y agravan el cuadro.

Noédulo-quistico: Las lesiones predominantes son elevaciones inflamatorias
en las capas mas profundas de la piel y quistes de diverso tamafio. Con
frecuencia dejan cicatrices y requiere tratamientos por via oral con
antibidéticos.

Grado de severidad: Se clasifica por el numero lesiones en una hemicara
del cuerpo, en leve con menos de 20 (llustracionl.), moderado de 20 a 50 y

severo con mas de 50 lesiones (llustracion 2).

llustraciéon 1. Acné leve llustracién 2. Acné severo
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Tomadas por el grupo de Dermatologia de la Fundacién Sociedad de
Cirugia de Bogota, Hospital San José.

4. Formas especiales:

a. Fulminans: Es una forma infrecuente, severa, generalizada (térax, espalda
y cara) y aguda de acné que se presenta en varones de 13 a 16 afios.
Comienza con la aparicion de lesiones pustulosas, sinus y pueden
evolucionar a Ulceras necroticas dolorosas con secrecion purulenta, causar
costras hemorragicas y cicatrices residuales severas. La aparicion de
comedones, quistes o papulas-pustulas es inusual.

b. Conglobata: Afeccion inflamatoria, cronica y severa que, conforma el
sindrome de oclusion folicular. El cuadro clinico se caracteriza por
comedones, la mayoria con varias aberturas (poliporados), papulas, papulo-
pustulas, nédulos y quistes. Es caracteristico que muchas de estas
lesiones, evolucionan hacia formas muy inflamatorias, intensamente
dolorosas y con tendencia a la supuracibn que dejan secuelas
desfigurantes. Las lesiones exceden las localizaciones tipicas del acné
como, miembros superiores, cuello, abdomen, axilas, gliteos entre otros,
por lo general afecta a hombres adultos de 18 a 30 afios y aparece de

novo. (47).

El acné presenta una etiologia multifactorial, asociado con varios factores, como la
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funcibn hormonal alterada, aumento en la produccion de sebo, la
hiperqueratinizacion folicular (consecuente obstrucciéon del canal pilosebaceo:
comedogénesis) y la proliferacion del C. acnes, junto a la activacion de diversas

cascadas inflamatorias (1).

La comedogénesis, hace referencia a una anormalidad en el proceso de
descamacion de los corneocitos foliculares en los conductos de los foliculos
sebaceos esta, comienza con la dilatacion de los foliculos sebaceos como
resultado de la acumulacién de los corneocitos descamados en forma anormal. Se
denomina comedogénesis porque se forma un microcomedon, lesién precursora
microscopica, clinicamente inaparente. EI microcomeddn evoluciona hacia una
lesion clinicamente aparente, no inflamatoria tales como el comedén abierto o
punto negro, o bien, comeddn cerrado o punto blanco (55). La lesién principal es el
comedon abierto o cerrado. Sobre este Ultimo, en mayor medida, acontecen
fendmenos inflamatorios que ocasionan papulas, puastulas y nédulos; la
enfermedad puede (sobre todo en sus formas mas severas) determinar graves
consecuencias psicosociales en una etapa fragil del desarrollo fisico y psiquico.

Ademas, pueden producirse importantes cicatrices dermatolégicas.

Los tres géneros mas comunmente observados en el microbioma cutaneo son
Corynebacteria, Propionibacteria y Staphylococci. Los cambios en la composiciéon

natural de las comunidades microbianas cutaneas, como la pérdida de diversidad,
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se han relacionado con enfermedades inflamatorias cronicas de la piel, incluyendo
dermatitis atopica, psoriasis y acné (48). C. acnes es conocido por desencadenar
la liberacion de citoquinas proinflamatorias y la expresion de péptidos
antimicrobianos. La sobre colonizacion de C. acnes provoca la activacion de TLR
2 en monocitos, resultando en la produccion de interleucina (IL) 12 e IL-8. La IL-12
es la citoquina proinflamatoria que mas se produce en los monocitos en respuesta
a la invasion por organismos Gram-positivos. Se ha demostrado que diferentes
filotipos de C. acnes activan la inmunidad innata. Por esto se puede decir que los
filotipos de C. acnes estdn mas implicados en la severidad del acné, que su
proliferacion (49). Ademas, la comparacion del genoma de diferentes cepas C.
acnes, identificaron diferentes subtipos comensales de C. acnes entre las areas de
piel con y sin lesiones de acné. Estudios demuestran la presencia de los RT 5, 4, 8
y 532 en lesiones de acné severo, siendo parte todos del IAL; en los grados mas
leves de acné, hay una variaciébn mayor en los filotipos encontrados, IB, IA2 y IA1,
y en piel normal los RT6 y RT16, correspondientes al filotipo Il y IA2
respectivamente, esto indica efectivamente que el desarrollo severo de acné

involucra filotipos especificos (21,27).

Aunque la asociacion entre C. acnes y el acné vulgar esta bien establecida, muy
pocos estudios han investigado toda la microbiota de la piel facial de los pacientes
con acné. Los analisis topograficos tridimensionales y la caracterizacion de

microbiomas cutaneos, han mostrado diferencias entre la composicion de la
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microbiota en la piel sana y en la piel con acné, asi como diferencias naturales en

la colonizacion microbiana entre la glandula sebacea y la superficie de la piel (48).

C. acnes desempefia un papel fisioldgico en la inhibicion de la invasion de
bacterias patégenas como Staphylococcus aureus (S. aureus) y Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes) haciendo la piel inhdspita para estos patdgenos; mientras
que permite que otras cepas de Staphylococcus comensales tales como S.
epidermis crezcan. C. acnes mantiene el pH natural de la piel y el de las glandulas
sebaceas por hidrolisis de los triglicéridos, la liberacion de &cidos grasos libres y la
secrecion de acido propionico. Los estudios sugieren que S. epidermidis posee
diferentes mecanismos para inhibir la proliferacion de C. acnes que participan en
el equilibrio de la microbiota y en un sistema inmune equilibrado, lo que permite

una piel sana.

5. METODOLOGIA.

5.1 Obtencion de cepas

Las cepas usadas en este estudio, fueron previamente aisladas a partir de

lesiones de acné vulgaris de pacientes que consultaron al servicio de
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Dermatologia de la Fundaciéon Sociedad de Cirugia de Bogota, Hospital San José
en el afio 2016. Las cepas de C. acnes objeto de estudio, fueron identificadas y

caracterizadas por medio de MALDI-TOF en una primera etapa del proyecto (50).

Las cepas se encontraron en criopreservacion de acuerdo al protocolo descrito por
Sanchez et. al (51). Se recuperaron en caldo tioglicolato y se sub cultivaron en
agar Schaedler suplementado con 5% sangre de cordero en atmdsfera

anaerodbica. La pureza de las cepas fue evaluada por coloracion de Gram.

5.2 Biotipificacion

Para realizar la biotipificacion de C. acnes se evaluaron tres carbohidratos eritritol,
sorbitol y ribosa, basados en los protocolos de Kishishita et.al, McDowell et.al
entre otros (6,20,52) de la siguiente forma: se preparé un agar con extracto de
levadura y peptona (1.0 g de Tripticasa, 0.3 g de extracto de levadura, 0.2 g de
NaCl, 0.1 g de agar agar, 1% de cada uno de los carbohidratos, 0.025 mL de
Tween 80 en 100 mL de agua destilada) y puarpura de bromocresol como
indicador de pH, el cual tiene un intervalo de transicién de pH que oscila entre 5.2
y 6.8, virando de puarpura (negativo) a amarillo (positivo). Los cultivos fueron

sembrados por agotamiento y se incubaron por 48 horas en anaerobiosis.

Se evalu6é la acidificacion del medio (3,6) y para determinar el biotipo

correspondientes se tuvo en cuenta la Tabla 2 propuesta por Kishishita et al.
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Tabla 2. Identificacion de Biotipos de C. acnes

Biotipo Acido desde:

Ribosa | Eritritol | Sorbitol

+ |+ [+ [+

\%

V - - -

Tomado de: Biotyping of Propionibacterium acnes isolated from normal human
facial skin. Kishishita et al. 1979 (3, 6, 20,52).

5.3 Filotipificacion

5.3.1 Extraccion de ADN

Se tomaron cepas clasificadas como C. acnes por la técnica de MALDI-TOF y se
realizo la extraccion de ADN empleando el kit comercial E.Z.N.A. ® Bacterial DNA
Kit, basado en la obtencion de ADN por medio de columnas de silice (Anexo 10.1).
En total se procesaron 27 cepas de C. acnes procedentes de pacientes y la cepa

de C. acnes ATTC 6919 de (cepa control perteneciente al filotipo 1A2).

5.3.2 Cuantificacién de ADN

Para la cuantificacion de ADN de las muestras extraidas se utilizé el Fluorédmetro

Qubit® 2.0 de Life Technologies con rango de excitacion azul (430-495 nm),
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emision verde (510-580 nm), con el kit Qubit dsDNA BR Assay el cual tiene un
rango de cuantificacion entre 2-1000 ng/ul. Las muestras obtenidas debian tener
una concentracion minima de 15 ng/ul para obtener resultados 6ptimos en la PCR

TD.

5.3.3 Seleccioén de Primer’s

Se realizé la busqueda de diferentes en primer's en la literatura para la

filotipificacion de C. acnes, lo cual se evidencia en la Tabla 3.

Tabla 3. Publicaciones para evaluar los Primer’s de la PCR para la filoclasificacion.

Nombre del | Gen blanco Especificidad Referencia
Primer
PR-264 Rec A Tipos 1A, IBy I (Shannon et. al 2006)
PAR- 2 (McDowell et. al 2005; Cohen
et. al. 2005)

MMF+ y C. acnes (Shannon et. al 2006)
MMR+
PR213 y | Proteina de unién a soluto de | Tipos IA (Shannon et. al 2006)
PR216 un operén de captacion de

péptido
PR256 y | Y40U Tipos IB (Shannon et. al 2006)
PR257
PR245 y | Proteinas de la familia RHS Tipos IA,IBy I (Shannon et. al 2006)
PR247
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PAtig-2F vy | Patig Asociaciones de | (Furukawa et. al 2009)

PAtig-C clusters

PArA % rRNA 16S C. acnes (Sampedro et. al 2009)

PAR % Rec A Tipos IA,IBy I (Sampedro et. al 2009;
McDowell et. al 2005)

PAT ¥ tly Tipos IA,IBy I (McDowell et. al 2005)

PAMp-1/2 | ATPase Tipo IAL/IA2/IC | (McDowell et. al 2005; Barnard
et. al. 2015; McDowell et. al
2012)

PAMp-3/4 sodA Tipo IA2/I1B

PAMp-5/6 Toxina familia Fic tipo IC

PAMp-7/8 atpD Tipo Il

PAMp-9/10 | recA

Tipo Il

Continuacion Tabla 3. Fuente: Ibafez et.al 2018.

Finalmente, al escoger los primer’s con mejor especificidad segun la literatura, se

hizo el analisis de estos mismos por medio del programa bioinformatico “Primer-

BLAST” del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI), donde se

busco la especificidad por especie (C. acnes) y por filotipo (1AL, 1A2, IB, IC, 1l y IlI),

ademas de constatar las caracteristicas individuales de cada primer (Tm, %GC y

tamafio del amplicon) (anexo 10.2). Los primer's fueron sintetizados por
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Invitrogen™ vy los productos amplificados individualmente se verificaron por

secuenciacion (anexo 10.5).

Adicionalmente se realizaron sondas moleculares de los fragmentos que no tiene
la cepa control (ATCC 6919) con el fin de tener secuencias blanco como controles

positivos para los primer’s de amplificacion.

5.3.4 Estandarizacion de la PCR.

Se tuvieron en cuenta diferentes puntos criticos que pudieran interferir con la
reaccion de amplificacion, dado el numero de primer’s, se tiene en cuenta lo

siguiente:

e PCR de un solo fragmento.
Se hicieron ensayos de tipo PCR convencional con cada juego de primer’s,
utilizando master mix (TagMan™ Universal Master Mix Il, with UNG) y ensayo con

PCR TD, basado en el protocolo descritos por Barnard et.al (4).

e Temperatura de anillamiento.
Debido a las diferencias en las temperaturas de anillamiento de cada primer, se

realiz variaciones en la temperatura de 62°C, 64° C y 66°C (Ver anexo 10.3).

e Inhibidores presentes en las muestras
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Este paso es de vital importancia si las muestras no tienen un grado de pureza
optimo (260/280, aproximadamente 1.8-2.0), para ello se realiz6 un ensayo con
ausencia de Albumina Sérica Bovina (BSA) y otro con presencia de esta, a una
concentracion de 0.2 mg/ml debido a que aumenta la eficiencia de la PCR,

actuando como una proteina estabilizante de la Taq polimerasa (Ver anexo 10.4).

5.3.5 Electroforesis

Los resultados obtenidos en las PCR (amplicon) fueron revelados en gel de
poliacrilamida al 12%, utilizando patrones de peso molecular (0.5ul) de 100pb y 50
pb (New England Biolabs Inc. ®) adicionado en 2ul de Loading Buffer para los
productos amplificados se afiadieron 6 ul de muestra y 2 ul de Loading Buffer en

cada pozo. La electroforesis vertical, se realizé a 250V durante una hora.

e Tincion del gel.
Los geles fueron tenidos con GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain 10,000X (catalogo
No. 50535), colorante fluorescente altamente sensible para deteccion de éacidos
nucleicos en geles de agarosa y poliacrilamida. Proporciona una deteccién de alta
sensibilidad de ADN y ARN bicatenario o monocatenario. La coloracién se hizo,

sumergiendo el gel en una disolucién 1X de GelStar con TBE 1X.

Las condiciones bajo las cuales fueron tefiidos los geles se tuvieron en cuenta

segun el protocolo de la casa comercial LONZA para el colorante Gel Star™
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Nucleic Acid Gel Stain 10,000X (catalogo No. 50535), utilizando el procedimiento

alli sugeridos. (Anexo 10.6)

5.3.6 Interpretacion de Corridos Electroforéticos.

La lectura de los geles se realiz6 en el sistema de documentacién “BioRAD
GelDoc™ XR Molecular Imager”, controlado por el software Image Lab ™ para
optimizar el rendimiento de la camara, capturar y analizar imagenes de forma

rapida, integrada y automatica.

El patrén de pesos moleculares esperado para cada uno de los filotipos se baso
en el articulo de Barnard et. al. 2015, como se muestra a continuacion. (Ver

ilustracion 3)(4):

Filotipo IA1: presencia de dos bandas, a: 677 pb y b: 494 pb.

Filotipo I1A2: presencia de tres bandas, a: 677 pb y b: 494 pb y c: 145 pb.
Filotipo IB: presencia de tres bandas, a: 677 pb y c: 145 pb.

Filotipo IC: presencia de dos bandas, a: 677 pb y b: 494 pb y d: 305 pb.
Filotipo II: presencia de dos bandas, a: 677 pb y e: 351 pb.

Filotipo IlI: presencia de dos bandas, a: 677 pb y f: 225.
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llustracion 3. Patréon de bandeo para cada uno de los filotipos.

1AL 1A2 1B IC 1 1 PPM
(St |

Tl — © et 000
d_e—- ’

f v

De izquierda a derecha cada una de las bandas representan: a, 16S rRNA; b,
ATPase; c, sod A; d, toxina; e, atpD; f, RecA. Cada una de las lineas son cepas
representantes de diferentes filotipos de C. acnes. Marcador de peso molecular
(PPM). Fuente: Modificado de Barnard et al. 2015.

6. RESULTADOS

6.1 Descripcion de la poblacién.

Las muestras trabajadas corresponden a pacientes que consultaron al servicio de
Dermatologia de Fundacion Sociedad de Cirugia de Bogota, Hospital San José,
por sufrir lesiones patognomonicas de acné vulgaris, evaluados por Dermatélogos
del Hospital. Se recolectaron datos acerca del tipo de acné que padecian los
pacientes, edad, sexo, y antecedentes genéticos, entre otros. La informacion

recolectada es presentada en la tabla 4.
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Tabla 4. Datos de pacientes con acné vulgaris

CONSECU | EDAD SEXO | EDAD DE AUTOMEDI | ANTECEDENT ESCALA DE
TIVO INICIO CACION E FAMILIAR DE | SEVERIDAD
DEL ACNE ACNE GLOBAL DEL
ACNE
3 21 M 15 Sl Sl Leve
16 18 M 14 NO Sl Severo
18 17 M 14 NO Sl Severo
19 19 F 16 NO NO Casi sin
lesiones
25 43 F -- NO NO Severo.
30 20 F 16 NO NO Severo
37 15 F 14 NO NO Moderado
38 20 M 15 Sl Sl Moderado
39 21 F 16 Sl Sl Moderado
40 22 F 14 NO Sl Leve
42 26 F 26 NO Sl Moderado
45 12 M 12 NO NO Leve
46 50 F 13 Sl NO Moderado
50 19 F 18 NO NO Leve
51 28 F 22 Sl NO Leve
54 42 F 16 NO Sl Moderado
57 32 F 15 NO Sl Moderado
59 18 M 17 NO NO Severo
60 15 M 14 NO Sl Moderado
64 21 M 13 Sl NO Severo
71 17 M 14 NO NO Severo
72 16 M 15 NO Sl Severo
80 28 F 23 NO Sl Moderado
81 20 M 14 NO Si Leve
83 35 F 25 Sl NO Casi sin
lesiones
88 24 F 23 NO Sl Severo
90 22 F 18 NO NO Moderado

Fuente: Grupo de investigacibn Fundacion Sociedad de Cirugia de Bogota,
Hospital San José - FUCS. Servicio de Dermatologia (resultados pendientes de

publicacién).
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6.2 Biotipificacion

El cambio de color de los carbohidratos (llustracion 4, 5y 6) se reporté para cada
cepa de C. acnes, encontrandose que el 56% correspondi6 al Bl y el 44% al BlII,

datos presentados en la tabla 5 (20).

llustracion 4. Fermentacion negativa de Eritritol
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llustracion 6. Fermentacion positiva de Sorbitol.

Tabla 5. Resultados biotipificacion.

Muestra Ribosa Eritritol Sorbitol Biotipo
3 POS NEG POS 1l
16 POS POS POS I
18 POS POS POS I
19 POS POS POS I
25 POS POS POS I
30 POS NEG POS 1l
37 POS NEG POS 1
38 POS NEG POS 1l
39 POS NEG POS 1l
40 POS NEG POS 1
42 POS NEG POS 1
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45 POS NEG POS 1]
46 POS NEG POS 1]
50 POS NEG POS 1]
51 POS NEG POS 1]
54 POS POS POS I
57 POS NEG POS 1]
59 POS POS POS I
60 POS POS POS I
64 POS POS POS I
71 POS POS POS I
72 POS POS POS I
80 POS POS POS I
81 POS POS POS I
83 POS POS POS I
88 POS POS POS I
90 POS POS POS I
ATCC 6919 POS NEG POS 1]

Continuacion Tabla 5. Fuente: Ibafez et.al 2018.

6.3 Descripcion de biotipos y tipos de acné.

Para los diferentes tipos de acné que presentaban los pacientes se establecieron
los biotipos que presentaban, llustracion 7. El biotipo Ill fue mas comun en acné

leve (19%) y moderado (22%) y el biotipo | en acné severo (30%).
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llustracion 7. Biotipos de C. acnes encontrados en acné leve, moderado y severo.

Biotipos de C. acnes encontrados en acné, leve moderado
y Severo.

9y B Leve
Moderado

B Severo

Parcentaje (%)
#

0% H_.T

Bi B2 E3 B5
Biotipoz

Fuente: Ibafez et.al 2018

6.4 Condiciones finales de la PCR TD multiple.

La filotipificacion se realizé a partir de la PCR TD multiple. Los primer’s usados se
desarrollaron contra el componente de unién a ATP (ATPasa), presente en los
tipos IA1, IA2 y IC. Para el tipo IC, un conjunto de cebadores dirigidos al gen de la
toxina de la familia Fic localizada en un fragmento gendémico de aproximadamente
7,3 kb presente en las secuencias de genoma del proyecto de las cepas de tipo IC

de C. acnes PRP-38 y HLO97PAL.
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El gen sodA (superoxido dismutasa) especifico para los tipos IA2 y IB. El gen que

codifica una ATP sintasa (atpD) especifico del filotipo II, una recombinasa (recA),

para el filotipo Il y primer dirigidos al gen 16S rRNA especifico de C. acnes (4).

Los primer’s,

su especificidad para cada filotipo, gen blanco, secuencia,

temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon son presentados en la tabla 6.

Tabla 6. Primer’s usados en la PCR TD multiple.

Primer Especi [ Gen | Secuencias 5’a 3’ Temperat | Tamafh
ficidad | target ura de|o del
anillamie |amplic
nto (C°) on (pb)
PArA-1 Todos [16S |[AAGCGTGAGTGACGGTAAT |66 677
los C.|rRNA | GGGTA
acnes
PArA-2 Todos | 16S CCACCATAACGTGCTGGCA |66
los C.|rRNA [ACAGT
acnes
PAMp-1 | Tipo ATPa [ GCGTTGACCAAGTCCGCCG |66 494
IA1/1A2 | se A
/IC
PAMp-2 | Tipo ATPa [ GCAAATTCGCACCGCGGAG |66
IA1/IA2 | se C
/1IC
PAMp-3 | Tipo sodA | CGGAACCATCAACAAACTCG |62 145
IA2/I1B AA
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PAMp-4 | Tipo sodA | GAAGAACTCGTCAATCGCA |62
I1A2/IB GCA
PAMp-5 [tipoIC [ Toxin [ AGGGCGAGGTCCTCTTCTA |66 305
a CCAGCG
famili
a Fic
PAMp-6 [tipoIC [ Toxin [ ACCCTCCAACTGCAACTCTC |66
a CGCCT
famili
a Fic
PAMp-7 |[Tipoll [atpD |[TCCATCTGGCCGAATACCAG |66 351
G
PAMp-8 |[Tipoll [atpD |[TCTTAACGCCGATCCCTCCA |66
T
PAMp-9 [tipolll [recA |GCGCCCTCAAGTTCTACTCA |66 225
PAMp-10 | Tipo lll [recA |CGGATTTGGTGATAATGCCA |66

Continuacion tabla 6. Fuente: Barnard et. al 2015

La concentracién y volumen por reactivo se utilizé, para un volumen final de 25 uL

por tubo de reaccion, se afiadid una concentracion final de ADN de 5 ng/ul y se

completé el volumen con agua grado biologia molecular Tabla 7.
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Tabla 7.Concentraciones y volumenes usados en la PCR TD multiple.

REACTIVO |UNIDAD| CONCENTRACION | CONCENTRACION VOLUMEN
INICIAL FINAL INICIAL POR
TUBO (uL)
Buffer X 10 1 2,50
Primer PArA| uM 10 0,2 0,50
1
Primer PArA| uM 10 0,2 0,50
2
Primer uM 10 0,25 0,63
PAMp 1
Primer uM 10 0,25 0,63
PAMp 2
Primer MM 10 0,6 1,50
PAMp 3
Primer MM 10 0,6 1,50
PAMp 4
Primer MM 10 0,1 0,25
PAMp 5
Primer MM 10 0,1 0,25
PAMp 6
Primer uM 10 0,15 0,38
PAMp 7
Primer uM 10 0,15 0,38
PAMp 8
Primer uM 10 0,25 0,63
PAMp 9
Primer uM 10 0,25 0,63
PAMp 10
DNTPS mM 10 0,2 0,50
Tag Pol U 5 1,25 6,25
MgCI2 mM 50 15 0,75
BSA mg/mL 2 0,2 2,50
Volumen total de la 17,75
master mix

Fuente: Protocolo modificado, basado en Barnard et. al 2015; Cebrian et. al 2017.
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La amplificacion se realizé en el sistema StepOnePlus y las condiciones de ciclaje

se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones del ciclaje PCR TD multiple en sistema StepOnePlus ™.

PROTOCOLO PCR TD mdultiple

CICLO TEMPERATURA TIEMPO NUMERO DE
(°C) CICLOS
Inicio | 94 1 min
Denaturacion | 94 30 seg 14
Anillamiento | 66 con descenso 30 seg

por ciclo de 0.3°C

Elongacion | 72 1 min
Denaturacion Il 94 30 seg 11
Anillamiento 1l 62 30 seg

Elongacion I 72 1 min

Terminacion 72 10 min

Fuente: Protocolo modificado, basado en Barnard et. al 2015; Cebrian et. al 2017.
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6.5 Filotipificacion

Para la filotipificaciéon de C. acnes se analizaron los geles de poliacrilamida, se
determinaron las bandas y el peso molecular de cada uno de los fragmentos
amplificados. Los filotipos fueron discriminados segun el patréon de bandeo

preestablecido (ilustracion 3), obteniéndose los filotipos IA2 96% (26/27), y IB 4%

(1/27) (Tabla 9).

llustraciéon 8. Corrido electroforesis PCR TD

I

I -
~

DT -

\

llustracion 8. Gel de poliacrilamida 12%: De izquierda a derecha; linea 1, cepa 60;
linea 2, Patrén de peso molecular 100 pb; linea 3, PArA 1/2 cepa ATCC; linea 4,
blanco; linea 5, blanco; linea 6, PAMp 1/2 cepa ATCC; linea 7, PAMp 3/4 cepa
ATCC; linea 8, blanco; linea 9, Patron de peso molecular 100 pb.
Fuente: Ibafiez et.al 2018
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Tabla 9. Filotipificacion de C. acnes, mediante PCR TD multiple.

FILOTIPO
Cepa |Bandaa|Banda b|Banda f|Banda e|Banda g|Bandac
ATCC 6919 X X X IA2
3 X X X IA2
16 X X IB
18 X X X IA2
19 X X X IA2
25 X X X IA2
30 X X X IA2
37 X X X IA2
38 X X X IA2
40 X X X IA2
42 X X X IA2
45 X X X IA2
46 X X X IA2
50 X X X IA2
51 X X X IA2
54 X X X IA2
57 X X X IA2
59 X X X IA2
60 X X X IA2
83 X X X IA2
80 X X X IA2
90 X X X IA2
72 X X X IA2
81 X X X IA2
88 X X X IA2
39 X X X IA2
64 X X X IA2
71 X X X IA2

Continuacion Tabla 9. Fuente: Ibafez et.al 2018
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6.6 Descripcion del filotipo y tipo de acné.

El porcentaje de filotipos encontrado segun el tipo de acné, es presentado en la
llustracién 9. El filotipo IA2 fue el mas frecuente en acné leve (30%), moderado

(41%) y severo (33%).

llustracion 9. Filotipos encontrados en grado de acné.

Filotipos de C.acnes encontrados en acné
40% B Moderado
B Severo

30% W Leve

20%

Porcentaje (%)

10%

0%

1A1 A2 1B IC Il M

Filotipo

Fuente: |bafiez et.al 2018

6.7 Comparacion de biotipificacion, filotipificacion por PCR TD mudltiple y MALDI-

TOF

Realizamos la comparacion de los resultados obtenidos de la filotipificacién con
MALDI-TOF y PCR TD Mudiltiple trabajada en este proyecto, ya que se observaron

variaciones, se determind el indice de concordancia del 82%, el cual consiste en

64



analizar los puntos en comun de las dos técnicas, estos datos se presentan en la

tabla 10.

Tabla 10. Filotipificacion de C. acnes por PCR TD multiple, espectrometria de
masas (MALDI-TOF) (50), (resultados inconsistentes se muestran con la casilla en
blanco) y biotipificacion.

ATCC IA2 A2 [l
3 IA2 IB I
16 1B A2 I
18 IA2 A1 I
19 IA2 Il I
25 IA2 A1 [
30 IA2 A2 [
37 IA2 A2 [l
38 IA2 A2 [
40 IA2 A2 [
42 IA2 A2 [
45 IA2 A2 [
46 IA2 A2 [
50 IA2 A2 [l
51 IA2 A2 I
54 IA2 A2 [l
57 IA2 A2 I
59 IA2 A2 I
60 IA2 A2 I
83 IA2 A2 [l
80 IA2 A2 I
90 IA2 A2 I
72 IA2 A2 I
81 IA2 A2 I
88 IA2 IA2 I
39 IA2 A2 [l
64 IA2 A2 |
71 IA2 A2 I

Fuente: Ibafiez et.al 2018
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7. DISCUSION

Cutibacterium acnes es un microorganismo de gran importancia en dermatologia
debido al papel beneficioso que cumple sobre el huésped al modular la respuesta
inmune y hacerla més eficaz ante determinados patdégenos, produciendo
bacteriocinas que protegen el nicho folicular, a cambio de esto, utiliza los
nutrientes presentes en el sebo desarrollando asi, una relacion mutualista con el
huésped. Sin embargo es mas conocido por ser uno de los factores

desencadenantes del acné vulgaris e infecciones oportunistas (35,36).

Con respecto a la poblacién, se evidencid6 mayor tasa de consultas por parte
mujeres con formas de acné leve y moderado, pertenecientes al grupo de edad
fértil (20-39 afios), mientras que en hombres la mayor asistencia a consultas fue
en edad adolescente (12-19), sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

las formas de acné presentados.

En el mundo hay diversos estudios sobre la prevalencia de acné en la comunidad,
en los cuales se encuentra concordancia en la persistencia de esta enfermedad ya
que, después de los afos de la adolescencia, las mujeres son mas afectadas y
presentan mas asistencia a consultas con un especialista que los hombres. En la
adolescencia la prevalencia del acné es mayor en hombres, como demostré
Pereira Duquia et. al 2017 y Lello et. al 1995, disminuye con la edad en ambos
sexos, pero un numero significativo de personas experimenta un empeoramiento
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de los sintomas o0 no experimenta una mejoria después de la adolescencia

(10,54-57).

Este andlisis solo incluyd pacientes que buscaron asesoramiento para su acné,
por lo tanto, puede subestimar la presencia de C. acnes en la poblacion, y es dificil
comparar estos resultados con otros estudios ya que el método de clasificacion del

acneé y el area de la piel evaluada son diferentes.

La biotipificacion de C. acnes muestra predominio del Biotipo Il en lesiones de
acné leve y moderado seguido del biotipo I, esto puede ser por la elevada
actividad de la lipasa en el B Ill, segun Higaki et. al 2000; estos resultados también
los obtuvo Cebrian et. al 2017, quien compara pruebas moleculares como PCR
TD, RAPD, biotipificacion entre otras, y Kishishita et. al 1979, siendo uno de los
precursores del método de clasificacion por biotipos. Sin embargo, el aumento de
la presencia en acné severo del Bl puede deberse a sesgos estadisticos o a otros
factores patogénicos intrinsecos aun no descritos en nuestra poblacion (3, 5, 20,

52,58).

La filotipificacién de C. acnes en Colombia es importante para conocer los tipos
circulantes en la poblacién y su caracter patogénico; en nuestro estudio el filotipo
IA2 fue el més frecuente, con el 96% de los aislamientos totales, predominante en
todas las formas de acné, sin embargo en la literatura se encuentra con mayor
frecuencia el filotipo 1A1 tanto en el acné (74%) como en piel sana (39%), seguido
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del 1A2, IC, 11 Y 1l (5). En otro estudio de McDowell et.al del 2012, tomé muestras
del Reino Unido, Estados Unidos, Suecia, Australia, Grecia, Japon entre otros; el
filotipo mas frecuente fue el IA1 (77%) con respecto al 9% del filotipo IA2. Para
Paugam la frecuencia del filotipo IA1 es aproximadamente el 67% en lesiones de
acné severo, seguido del filotipos 1l , IB y IA2 (5,8); esto puede deberse a la
diferencia poblacional que hay en los individuos de estudio ya que, condiciones
socio-culturales como la etnia han demostrado que la prevalencia de acné varia:
afroamericano, 37%; Hispano, 32%; Asiatico, 30%; Caucasico 24%; y mujeres
hinda, 23% (59), condiciones ambientales, condiciones genéticas como
polimorfismos en genes, HSD3B1 y HSD17B3 (necesarios para la produccion de
progesterona y el metabolismo de andrégenos), aumentan la susceptibilidad para
desarrollar acné vulgar (60); y la dieta, ya que un bajo consumo de carbohidratos
disminuye la actividad y el tamafio de las glandulas sebaceas, asi como el niumero
de lesiones, pudiendo afectar la poblacién de C. acnes (61) . Por lo tanto, hacer un
estudio con una muestra representativa podria dar un mejor acercamiento al

entendimiento de esta problematica.

En cuanto a las diferencias de género se observé que en mujeres la edad fértil
representa una mayor prevalencia el acné moderado y severo, siendo persistente
en un pequefio porcentaje (18%) hasta la edad adulta, la totalidad de los
aislamientos en mujeres corresponden al filotipo 1A2. En hombres se observé el

caso contrario que en mujeres, pues en estos las formas de acné severas se
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encuentran en la adolescencia y disminuyeron después de esta etapa, se recupero
el filotipo IA2 en ellos y en un caso el IB. Lo anterior estd dado por los cambios
hormonales durante la vida, como lo son los picos de andrégenos, que aumentan
la produccion de sebo, obstruyendo el foliculo piloso y favoreciendo la aparicion
del acné. También se puede decir que los filotipos encontrados en acné son
consistentes con los reportados, pues esta demostrado la relacion del filotipos I1A2
y algunas cepas del filotipo IB con formas de acné leve, moderado y severo. Las
cepas pertenecientes al filotipo 1l segun la literatura son encontradas en piel sana,
lo que es consistente con nuestros hallazgos, ya que solo se obtuvieran muestras

de pacientes con diagnostico de acne (21).

La espectrometria de masas (MALDI-TOF) es una técnica ampliamente utilizada
para la determinacion de especies de bacterias y hongos en laboratorios de
microbiologia, y se ha utilizado para la subtipificacién de algunos microorganismos
con éxito. Para C. acnes se demostr6 que cada subtipo expresé un perfil
proteémico diferente, y estos se categorizaron en los siguientes grupos: cepas de
tipo I, tipo Il, y lll. Segun Dekio et. al 2013 esta técnica presenta congruencia entre
los datos gendmicos y protedmicos, teniendo un poder de discriminacion del
86,4% en la identificacion de bacterias anaerobias (género), con 80% de
identificacion a nivel de especie (62); estas discrepancias se pueden deber al
perfil de expresion de proteinas con variaciones segun el ambiente al que esté

sometido el microorganismo o fallas en el procesamiento que dan como resultados
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espectros de baja calidad, por lo tanto el analisis genético, se hace indispensables
en estos casos, con el fin de tipificar correctamente a C. acnes (63); dado lo
anterior la estandarizacion y realizacion de una PCR TD Mudltiple con un poder de
discriminacion equiparable a MLST (Tipificacibn multilocus de secuencias) fue

clave para evaluar las cepas anteriormente tipificadas por MALDI-TOF.

Las discrepancias obtenidas corresponden a los filotipos IA1, 1A2, IB e incluso una
variacion entre IA2 y I, esto dado que, aunque el MALDI-TOF discrimine
correctamente la mayoria de las muestras, deja un porcentaje de error que con
lleva a problemas de identidad en las cepas como reporta Dekio et.al y

colaboradores.

La microbiota cutanea ha sido objeto de estudios para muchos investigadores,
quienes consideran esta como posible causante de diversas enfermedades, ya
qgque la microbiota cambia frecuentemente a nivel poblacional, ambiental e
individual, este estudio nos da un acercamiento a elementos de la microbiota no
estudiados antes en nuestra poblacion y que estan relacionados con la salud y/ o

enfermedad.

Por el contrario, la PCR como técnica de deteccion rapida puede ayudar al
descubrimiento de nuevos taxones a través modificaciones en el protocolo. Por
ejemplo, una reaccion con el conjunto de cebadores del gen rRNA 16S PArA-1 /
PArA-2 puede indicar una nueva especie estrechamente relacionada con
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Cutibacterium, dado el porcentaje de identidad alto para el gen ya mencionado o

una nueva filogenia.

Esta técnica ya fue realizada por varios autores, los cuales confirman un
porcentaje de especificidad y sensibilidad del 100%, con respecto al MLST,
considerado la prueba Gold estandar para la filotipificacion de C. acnes (3, 4,63),
sin embargo nunca se habia empleado el andlisis filogenético en nuestra
poblacion lo que puede explicar la variabilidad en los filotipos obtenidos en

comparacioén a otras poblaciones ya estudiadas..

8. CONCLUSIONES

En conclusién, la tipificacion de C. acnes es posible por medio de la PCR TD
multiple aqui realizada, con el fin de clasificar los filotipos en nuestra poblacién y
Su asociacion con la evolucion del acné; las técnicas basadas en la fermentacion
de carbohidratos, aunque son faciles de realizar, el costo de los carbohidratos es
alto, son dificiles de conseguir, y abarca errores del operador que pueden impedir

la identificacion correcta los biotipos.

Las caracteristicas protedmicas pueden variar segun el perfil de expresién por lo
tanto no son 100% especificas y confiables, por dltimo, la PCR TD multiple
descrita aqui facilita la identificacion molecular rapida de C. acnes junto con la
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filotipificacion, datos que mejoraran nuestra comprension del papel de los filotipos
en condiciones clinicas, este estudio nos da una aproximacion técnica y clinica de
los filotipos circulantes en la poblacion Bogotana, y su relacién con la severidad

del acné.

A diferencia de la mayoria de articulos revisados donde se evidenciaba un
predominio del filotipo 1A1, en pacientes con lesiones inflamatorias de acné, aqui
se mostro el predominio del filotipo IA2, o que se podria deber a la diferencial
poblacional analizada en otros estudios, por lo tanto, es importante realizar un
estudio mas amplio con muestras poblacionales representativas para determinar la

frecuencia de C. acnes circulantes en nuestra poblacion.

Para finalizar, los estudios subsecuentes a este podran revelar factores genéticos
en C. acnes que estén relacionados con las diversas patologias en nuestra
poblaciéon que ayudaran en el diagnostico, tratamiento y seguimiento de los

pacientes afectados.
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10. ANEXOS

10.1 Protocolo de extraccion de ADN (E.Z.N.A. ® Bacterial DNA Kit)(64).

llustracion 10. Protocolo de extraccion de ADN (E.Z.N.A. ® Bacterial DNA Kit).

OIMEGA  imovations innucieic acid soiation EZ.N.A.* Bacterial DNA Protocol

EZN.A" Bacterial DNA Kit - Centrifugation Protocol

E.Z.N.A.* Bacterial DNA Kit

03350-00 5 preps
0335001 50 preps
D3350-02 200 preps
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14 Incubate at 65°C for 10 minutes.
Note: A wispy precipitate may form upon addition of BL Buffer; it does not interfere
with DNA recovery.

15, Add 220 uL 100% ethancl. Vortex for 20 seconds at maximum speed to mix
thoroughly.
Note: If any precipitate can be seen at this point, break the precipitate by pipetting
up and down 10 times.

16 Insert a HiBind™ DNA Mini Column into a 2 mi Collection Tube.

17. Transfer the entire sample to the HiBind* DNA Mini Column, inchuding any precipitate
that may have formed.

18 Centrifuge st 10,000 x g for 1 minute.

19. Discard the fitrate and the collection tube.

20. Insert the HiBind® DNA Mini Column into a new 2 miL Collection Tube.

21. Add 500 L HBC Buffer.
Note: HBC Buffer must be diluted with 100% isopropanol before use. Please see Page
4 for instructions.

22 Centrifuge st 10,000 x g for 1 minute.

23. Discard the fitrate and reuse the collection tube.

24 Add 700 uL DNA Wash Buffer.

Note: DNA Wash Buffer must be diluted with 100% ethanol before use. Please see
Page 4 for instructions.

10.2 Andlisis bioinforméatica en BLAST ®.

10.2.1 PArA 1/2.

25.

1]

27.

H

3.

Centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

. Discard the filtrate and reuse the collection tube.

Repeat Steps 24-26 for a second DNA Wash Buffer wash step.

. Centrifuge the empty HiBind® DNA Mini Column at maximum speed (213,000 x g) for

2 minutes to dry the column.

Note: This step s critical for removal of trace ethanol that may interfere with
downstream applications.

). Insert the HiBind* DNA Mini Column into a free 1.5mL

tube.

. Add 50-100 pl Elution Buffer heated 65°C.

Note: Make sure to add the Elution Buffer to the center of the HiBind® matrix. Each
50-100 i elution typically yields 60-70% of the DNA bound to the HiBind® matrix.
Two elutions generally yield ~30%. However, increasing elution volume reduces the
concentration of the finsl product. To obtain DNA at higher concentrations, elution
can be carried out using 50 . Elution Buffer (which siightly reduces overall DNA
yield). Volumes lower than 50 L greatly reduce yields.

. Letsit for 310’5 minutes at room temperature.

Note: Yields may be increased by incubating the column at 65°C rather than at room
temperature.

. Centrifuge 8t 10,000 x g for 1 minute to elute the DNA.

Repeat Steps 30-32 for a second elution step.

. Store eluted DNA at -20°C.

llustracidon 11. Andlisis bioinforméatico en BLAST ® PArA 1/2

Primer pair 1

Sequence (5'->3)
AAGCGTGAGTGACGGTAATGGGTA
CCACCATAACGTGCTGGCAACAGT

Forward primer
Reverse primer

Products on target templates
=LIN993080.1 Propionibacterium acnes partial 165 rRNA gene, strain mammoth-11

product length = 677
Forward primer 1  AAGCGTGAGTGACGGTAATGGGTA 24
Template { TR N RV IR G R )

Reverse primer 1 CCACCATAACGTGCTGGCAACAGT 24
Template 112 sivveinniennniinannnae.. 1089

Fuente: Ibafez et.al 2018

Length
24
24

m GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
6392 5000 500 200
6589 5417  6.00 5.00
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10.2.2 PAMp 1/2.

llustracion 12. Andlisis bioinformatico en BLAST ® PAMp %2

Primer pair 1

Sequence (5 Length Tm GC%  Sell complementarily
Forward primer GCGTTBACCAAGTCO GA 20 &7 55.00 400
Reverse primer GCAAATTCGCACCOCGGAGC 20 8578 55.00 8.00
Products on target templates
*CPQ12355 5 Cutibactenum acnes sirain PA chromozome, complate ganome

698

L1 chramoscme, co

el Genime

1
16ee11

preduct langth = 454
Forwerd
Terp

apa
13

@

728

Reverse priser

lete

Fuente: Ibanez et.al 2018

10.2.3 PAMp 3/4.

llustracién 13. Analisis bioinformatico en BLAST ® PAMp 3/4

Primer pair 1

~D0202967 1 Froplonactenum acnes giyceside nydrolase gane. complets cds: ABC-type pephide uptake operon, complate sequence; and chitinase gens. complete ods

Self 3' complementanty

400
8.00

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity
CGGAACCATCAACAAACTCGAA 22 59.45 45.45 4.00
GAAGAACTCGTCAATCGCAGCA 22 61.49 50.00 400

Forward primer
Reverse primer

Products on target templates

=CP01 1.1 Cutibacterium acnes strain PA_21_1_L1 chromosome, complete genome

product length = 145
Forward primer 1

CEGAACCATCAACAAACTCEAA

22
1983238

Template 1983375
Reverse primer 1 GAAGAACTCGTCAATCGCAGCA 22
Template LS 1983438

=CP003195.1 Propionibacterium acnes TypelA2 P.acn33, complete genome

product length = 145

Forward primer 1 CGEAACCATCAACAAACTCEAA 22

Template 1926229 1925258
Reverse primer 1 22
Template 1926373 1925352

=HQ283918.1 Propionibacterium acnes strain Asn1 superoxide dismutase (sodA) gene, sodA-11 allele, partial cds

product length = 145
Forward primer 1
Tenplate 2

22
101

Reverse primer 1  GAAGAACTCGTCAATCGCASCA 22
Template 2 203

Fuente: Ibafez et.al 2018

Self 3' complementarity
200
1.00
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10.2.4 PAMp 5/6.

llustracion 14. Analisis bioinformatico en BLAST ® PAMp 5/6

FW: AGGGCGAGGTCCTCTTICTACCAGCG

RW: AGGUGGAGAGTIGCAGTIGGAGGGT

Propionibacterium acnes PRP-28 (TICEST70_07737)

GGECGTICAGATCAAGCAGACGTICCACGCAGTIGAGATCGACGAG-
GACTTCTTCGCATGACTGATGCTGCTAAGGGUGAGGTCCTCTICTACCAGCGAGACGATAGGGCCTT
TTCCGTOCGAGGTAAGACTTIGTIGACGACACCCAGTGGCTGTCCCAACAGCAGATAGTG-
GACTTGTTTCAGACGTCTCGTGAGCACGCGCGCATCCATCTCGAGAACTTCTTCGAGGAGGGCCAR
CTTCAGCAGCCGGCAACTTTCAAGGACTTCTTGGAGATTCGTCAAGAGAGTCGGCGCCA-
GETETEGCGTICGGTIGT ICACTACAAACCTCGATGCCGTCATCTTIGGCCAGUGTCAAGGUGGAGA
GTTGCAGTTIGGAGGGTAAGAAATGAATCGEGTTGAACGGCTGATTIGCGGAGTTIGTGCCCG-
GATGGGEGECGGEAGTICAAGCCGCTGTCTGATGTCACGGTCAAGAGCAAAAGATCAATIGGAATGAN
TGTGCTGA

Propionibacterium acnes HLO97PALl (HMPREF3344_02057)

GCGCAATCGGTACCGACGCGCATCATCCTCATCGACGGCGAACGACTGACCCAGCT-
CATGATCCGCTACGGCGTGGGECGTICAGATCAAGCAGACGTICCACGCAGTIGAGATCGACGAGG
ACTTCTTCGCATGACTGATGCTGCTAAGGGCGAGGTCCTCTTICTACCAGCGAGACG A~
TAGGGCCTITICCGTOCGAGGTAAGACTTIGTIGACGACACCCAGTGGCTGTCCCAACAGCAGATAGT
GGACTTGTITCAGACGTCTCGTGAGCACGCGCGCATCCATCTCGAGAACTTCTICGAG-
GAGGGCCAACTTICAGCAGCCGGCAACTITCAAGGACTICTTIGGAGATICGTCAAGAGAGTCGGCG
CCAGGTGTGGCGTICGGTIGT ICACTACAAACCTCGATGCCGTCATCTIGGECCAGCGTCAN
GGECGEGAGAGTTIGCAGTIGGAGGGTAAGAAATGAATCGGEGGTTGAACGGCTGATIGCGGAGTTIGTG
CCCGGATGGEGEGCEGAGTICAAGCCGCTGTCTGATGTCACGG TCAAGAGCAAAAGATCAATIG-
GAATGAATGTGCTGATGAAAAATTITAGCTATATTIGATCTAGG

GenBank: AIJP01000006.1 y GL878493.1 respectivamente. Fuente: |bafiez et.al
2018

10.2.5 PAMp 7/8.

llustracion 15. Analisis bioinformatico en BLAST ® PAMp 7/8.

Primer pair 1

Sequence (5->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TCCATCTGGCCGAATACCAGG 21 61.65 57.14 4.00 3.00
Reverse primer TCTTAACGCCGATCCCTCCAT 21 61.03 52.38 4.00 200

Products on target templates
>CP013693.1 Cutibacterium acnes strain A1-14 chromosome

product length = 351
Forward primer 1 TCCA
Template 1267635 ..

Reverse primer 1
Template 1

267985

=CP003084.1 Propionibacterium acnes ATCC 11828, complete genome

product length = 351
Forward primer 1 TCCATC
Template 1782533 .

21
1782512

Reverse primer TCTT
Template 1782183 ....

21
1782203
=HQ908383. 1 Propionibacterium acnes strain R18473 ATP synthase beta chain (atpD) gene, alpD-4 allele, partial cds

product length = 351
Forward primer 1 TG
Template 384 ...

Reverse primer 1
Template 34
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Fuente: Ibanez et.al 2018

10.2.6 PAMp 9/10

llustracién 16. Analisis bioinformatico en BLAST ® PAMp 9/10

Primer pair 1

Sequence (5'->37) Length Tm GC%
Forward primer GCGCCCTCAAGTTCTACTCA 20 59.75 55.00
Reverse primer CGGATTTGGTGATAATGCCA 20 56.17 45.00

Products on target templates
=KJ572585.1 Propionibacterium acnes strain PA47 recombinase A (recA) gene, complete cds

product length = 225
Forward primer 1 G
Template 97 .

Reverse primer 1 CBGATT
Template 521

=LC0065670.1 Propionibacterium acnes recA gene for recombinase A, partial cds, strain: NS6

product length = 225
Forward primer 1 GIGECCTCAAGTTCTACTCA 28
Template 285 .

Reverse primer

1 CGGATTTGGTES
Template ECE]

=L C006328 1 Propionibacterium acnes recA gene for recombinase A, partial cds, strain” 51

product length = 225

Forward primer 1 GCGCCCTCAAGTTCTACTCA 28
Template 235 ... . sea
Reverse primer 1 CGGATTTGGTGATAATGCCA 28
Template L= (=)

10.3 Ensayos a diferentes Temperatura de anillamiento en PCR TD multiple.

10.3.1 Temperatura de anillamiento 62°C.

Self complementarity Self 3' complementarity
4.00 1.00
3.00 3.00

llustracion 17. Electroforesis en gel de Agarosa, de PCR a Temperatura de

anillamiento 62°C.

4

1 2

3
L —
—
| —
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Linea 1, Blanco; linea 2, cepa 57; linea 3, cepa ATCC 6919; linea 4, PPM 100 pb
Fuente: Ibafez et.al 2018, tomada en la FUCS.

9.3.2 Temperatura de anillamiento 64°C.

llustracion 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida, de PCR a Temperatura de
anillamiento 64°C.

1 2

Linea 1, PPM 50 pb; linea 2, Blanco; Linea 3, cepa ATCC 6919; linea 4, cepa 54;
linea 3, cepa 57. Fuente: Ibafiez et.al 2018, tomada en el Instituto de Ciencias
Béasicas FUCS.

9.3.3 Temperatura de anillamiento 66° C.

llustracion 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida, de PCR TD multiple a
Temperatura de anillamiento 66°C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
hﬂ-—-—'\._-. —-

Linea 1, cepa 30; linea 2, cepa 37; linea 3, cepa 50; linea 4, PPM 100pb; linea 5;
ATCC 6919; linea 6, cepa 16; linea 7, cepa 60; linea 8, cepa 83; linea 9, blanco.
Fuente: Ibafiez et.al 2018, tomada en el Instituto de Ciencias Basicas FUCS
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10.4 Ensayos con presencia y ausencia de BSA.

10.4.1 PCR TD sin BSA.

llustracion 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida de PCR TD primer individual
sin BSA.

Y )OMm) ©

)

-

B

Linea 1, PArA 2 ATCC 6919, linea 2, blanco; linea 3, PPM 100 pb, linea 4,
blanco; linea 5, PAMp % blanco, linea 6, PAMp % ATCC 6919; linea 7, PAMp %
blanco; PAMp % ATCC 6919. Fuente: Ibafiez et.al 2018, tomada en el Instituto de
Ciencias Basicas FUCS

10.4.2 PCR TD con BSA.

llustracion 21.Electroforesis en gel de poliacrilamida de PCR TD con BSA
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Lineal; cepa 60; linea 2, PPM 100pb; linea 3, PArA 1/2 ATCC 6919; linea 4,
Para 1/2 blanco; linea 5, PAMp 1/2 blanco; linea 6, PAMp 1/2 ATCC 6919; linea
7, PAMp 3/4 ATCC 6919; linea 8, PAMp 3/4 blanco; linea 9, 100pb. Fuente:
Ibafiez et.al 2018, tomada en el Instituto de Ciencias Basicas FUCS

10.5 Secuenciacion de fragmentos y alineamiento en BLAST ®n.

10.5.1 Secuenciacion de fragmentos y alineamiento en BLAST ® PArA 1.

llustracién 22. Secuenciacion fragmento amplificado cepa ATCC con Primer PArA
1.

o0 100 1o 120 130 140 130 160 170 180
GTAGGTGGTTGATCGCGTCO GAAGTGTAATCTTGGGGCTTAACCCTGAGCGTGCTTTCGATACGGGTTGACTT GAG GAAGGTAGGGGAGAAT GGAATTCCT

MJohd‘lmonMLuAmthmm_ LA

Fuente: Ibafiez et.al 2018. Programa b|0|nformat|co BIOEdIt Sequence Allgnment
Editor
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llustracion 23. Alineamiento en BLAST ®, fragmento amplificado primer PArA 1

Propionibacterium acnes subsp. acnes strain HKG 282 165 nbosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KY674870.1

Length: 1211 Number of Matches: 1

CS

Graphi

Range 1: 417 to 831 GenBank

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plus

4/415(0%)

410,/415(99%)

736 bits(398)

59

ITGGTTGT
TAGGTS

ATTGGGCGT-AAGGECTCG
[LLLTIELL T
GaCT

T
[
T

AT
|1

GG
[l LLLLLELLLLLLLL
CCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGTEGT 476

Sbjct 417

Sbjct 477

595

ATATCA 179

[
537 ACT

12a  AC

Query
Sbjct

A
I
A

C
LILTLITLT
TGACGCTGAGGAGLGARAG 656

CCTGACGCTOAGGAGCGAAAG 239

|
C

Sbjct 657

Sojct 717

]
CCCoCACARGEG 831

GC
[
GC

CAAGGCTAAAACTCARAGEAATTEACGGS

Ca6CCE
111
CaGLCE

GAGTA

Query 358 T???TT ?T ?AAGGCTAAAACTCAGAG-&ATT?T?-?T ?T? ?ACAAGCG 411
G

Sbict 777

Fuente: Ibafez et.al 2018. Programa bioinformatico BLAST ®

10.5.2 Secuenciacion de fragmentos y alineamiento en BLAST ® PArA 2.

llustracion 24. Secuenciaciéon fragmento amplificado cepa ATCC con Primer PArA

L] n 8 9 10 110 120 130 140

b1}
TG ACGACAG CCATG CACCACCTG TG AACCGACCCCAAAAGAGGCACACCCATCTCTGAGCACTCCCGATCCATGTCAAACCCAGGTAAGGTTCTACGCG

Fuente: lbafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BioEdit Sequence Alignment

Editor.
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llustracion 25. Alineamiento en BLAST ®, fragmento amplificado primer PArA 2

Propionibacterium acnes strain ChDC KB81 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KF933807 1 Length: 1456 Number of Matches: 1

Range 1: 8032 to 1025 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
431 bits(233) 5e-117 233/233(100%) 0/233(0%) Plus/Minus
Query 1 COAGCTGACGACAGCCATACACCACCTOTGAACCGACCCCALAAGAGOCACACCCATITS 60
) _ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1835 COAGCTGACGACAGCCATOCACCACCTOTGAACCOACCCCARAAGAGRLACACCLATCTC 976
Query 61 TeAGCACTCCCGATCCATAT CARACCCAGGTAAGGTTCTACGCGTTGCATCGAATTAATS 128
) LLLLLLELELET LR L EL L EE L ERL L LT LTI
Sbjct 975 TOAGCACTCCCGATCCATOTCAAACCCAGATAAGGTTCTACGCGTTGCATCOAATTAATC 916
e T e e T Ty, =
Sbjct 915  CGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGGCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGLCTTGLGGCC 856
ot iininaiinitimuityiynnaiy i
Sbjct 855 GTACTCCCCAGGCGEGETACTTAAAGCGTTAGCTACGRCACGGAACCCATGGA 883

Fuente: Ibafiez et.al 2018 . Programa bioinformatico BLAST ®

10.5.3 Secuenciacion de fragmentos y alineamiento en BLAST ® PAMp 1.

1m ] K] ] ] 160 1 ] 10
GATCTGGTTCTCATGGACGAGCCCACCACGECOGTCOACGTCOTCATGCAGCGACAGATCCTTCACGAGGTGETAGCGROCCACAAGAGACTCG

Mﬂhldmmhllm W

Fuente Ibnez et al 2018. Programa b|0|nformat|co BioEdit Sequence Alignment
Editor.
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llustracion 26. Alineamiento en BLAST ®, fragmento amplificado primer PAMp 1

Propionibacterium acnes glycoside hydrolase gene, complete cds; ABC-type peptide uptake operon, complete sequence; and chitinase gene, complete cds

Sequence ID: DQ208967 1 Length: 8691 Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 4334 to 4557 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
414 bits(224) Se-112 224/224(100%) 0/224(0%) Plus/Plus
Query 1 AGETGGCATGCAGCAGCGTGCCCTCATCGCGLTGTCCTTGGTATGCGAGCCGGATCTGAT 6@
Shict 4334 MATORATECAGAATGCLCTEATCR B GTATTGGTET S A e TEST 393
Query 61 TCTCATGOACGAGRCCCACCACOGCCATCOACGTCOTCATOCAGCEACAGATCCTTCAGRA 128
Seict 390 TUHATGOA ALK Tk T a3
Query 121  GOTGCTAGCGGCCCAGAAGAGACTCGGATTCTCGATCGTCTTCATCACCCACGACCTGTC 183
Spice s GOROLHASCRAMMUHM IR et teld e
Query 181  CCTCCTCATGGAGATCTCGGACAAGATAGCGATCATGTACGCCG 224

soget es1e WA s

Fuente: Ibafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BLAST ®

10.5.4 Secuenciacion de fragmentos y alineamiento en BLAST ® PAMp 2.

llustracion 27. Secuenciacion fragmento amplificado cepa ATCC con Primer PAMp
2

100 10 120 130 140 130 160 170
GACCGCGGGTGTACGGGTOACGGGCACTGGAGTGGAATCGTGCCGGGGTGCCAACCTCGACGATCTGTCCGGCGTACATGATCGCTATCTIG

1074 R 1FC:

Fuente: Ibafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BioEdit Sequence Alignment
Editor.

llustracion 28. Alineamiento en BLAST ®, fragmento amplificado primer PAMp 2

Propionibacterium acnes glycoside hydrolase gene, complete cds; ABC-type peptide uptake operon, complete sequence; and chitinase gene, complete cds

sequence ID: DO208967.1 Length: 8691 Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 4500 to 4679 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
327 bits(177) 5e-86 179/180(99%) 0/180(0%) Plus/Minus
et T e
Sbjct 4679 GATGCCTTCGAGTCGACGCAGTGGCTCGCTCAGCGECGOEAAGACCAGACGCAGACCGLEG 4620
Query 81 GOTGTACGGGTGACGGECACTGAAGTGGAATCGTGCCGGGGTGCCAACCTCGACGATCTG 128
) TLLLELL LR UL L TELL T LEL T L LTI LT

Sbjct 4619 GGTGTACGGGTGACGGGCACTGGAGTGGAATCGTGLCGGGUTGCLAACCTCGACGATCCG 4560
R
Sbjct 4559 TCCGGCGTACATGATCGCTATCTTGTCCOAGATCTCCATGAGGAGGGACAGGTCATGGET 4508

o
N

Fuente: Ibafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BLAST ®.
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9.5.5 Secuenciacion de fragmentos y alinemienos en BLAST®, PAMp 3.

llustracion 29.Secuencia del fragmento amplificado por primer PAMp 3

7

8 %0 100
JCCCIC-‘LIGGGGGCGGTCGICCGG AGGGCAACGAACTCGCTGCTGCGATTG ACGAGT

b

Fuente: lbafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BioEdit Sequence Alignment
Editor.

llustracion 30. Alineamiento en BLAST ®, fragmento amplificado primer PAMp 3

Propionibacterium acnes strain Asn1 superoxide dismutase (sodA) gene, sodA-11 allele, partial cds
Sequence ID: HQ283918.1 Length: 450 Number of Matches: 1

Range 1: 137 to 197 GenBank Graghics

Score Expect Identities Gaps Strand
113 bits(61) le-25 61,/61{100%) 0/61(0%E) Plus/Plus
Query 1 CCACTCCGTETTCTGGEAA ATGTCCCC GGGCEET CATCOGRAGLGECAACGEA
i [LILELLLL _|||||| ||||| |||||| |||||| LLLLLLELELLLLTTL
Sbjct 137 CCACTCOETATTCTGEAAGAACATETOCCCTCATARRGECEETCATCOGRAGRACAACEA 196

guery 61 A &1
shjct 197 A 197

Fuente: Ibafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BLAST ®.

10.5.6 Secuenciacion de fragmentos y alineamentos en BLAST ® de PAMp 4.
llustracion 31.Secuencia del fragmento amplificado por primer PAMp 4

0 40 30 60 0 80 0
AGGGG MCATG TTCTTCCAG AACACGG AGTGGTTGATGTGGCCGCCG AGGTTAAAGGCCAGGTCCTT

i\ |
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Fuente: lbafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BioEdit Sequence Alignment
Editor.

llustracion 32. Alineamiento en BLAST ®, fragmento amplificado primer PAMp 4

Propionibacterium acnes strain Asn1 superoxide dismutase (sodA) gene, sodA-11 allele, partial cds
Sequence ID: HO283913.1 Length: 450 Mumber of Matches: 1

Range 1: 100 to 166 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
124 bits(67) 7e-29 67/67(100%) 0/67(0%) Plus/Minus
Query 1 GeEeACATRT TCTTCCAGAACACRRAGTORT TRATATGECCECAGRT TAAAGGCCARL &4

. (EETLLT RN |||||| CLTTTECLEELTTEEFETLLE T
Shjct 186 GEGEACATAETTCTTCCAGAACACGRAGTGATTEATATGRCCEICRAGRTTARMGRCCAR: 167

Query 6l 'i'EE'i"H'i’ &7

Sbjct 1@e TCCTTIT 182

Fuente: Ibafiez et.al 2018. Programa bioinformatico BLAST ®.

10.6 Prétocolo PCR.

10.6.1 Primer's PArA 1y 2

Tabla 11.Protocolo de Primer's PArA 1y 2

CONCENTRACION |{CONCENTRACION |[VOLUMEN

REACTIVO|UNIDAD INICIAL FINAL INICIAL
Buffer X 10 1 2,50
primer
PArA 1 uM 10 0,2 0,50
Primer
PArA 2 UM 10 0,2 0,50
DNTPS uM 10 0,2 0,50
Tag pol U 5 0,20 1,00
MgClI2 mM 50 1,5 0,75
BSA mg/mL 2 0,2 2,50

Volumen de la

solucién sin aguay

sin ADN 8,25
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Calculos para realizar 25 pL de solucion total por tubo de reaccion, Fuente: Ibafiez

et.al 2018.

10.6.2 Primer's PAMp 1y 2.

Tabla 12.Protocolo de Primer's PAMp 1y 2

CONCENTRACION |[CONCENTRACION [VOLUMEN

REACTIVO |UNIDAD/INICIAL FINAL INICIAL
Buffer X 10 1 2,50
Primer
PAMp 1 uM 10 0,25 0,63
Primer
PAMp 2 uM 10 0,25 0,63
DNTPS uM 10 0,2 0,50
Taqg pol U 5 0,20 1,00
MgCl2 mm 50 15 0,75
BSA mg/ml 2 0,2 2,50

Volumen de la

solucién sin aguay

sin ADN 8,50

Célculos para realizar 25 L de solucion total por tubo de reaccién, Fuente: Ibafiez

et.al 2018.

10.6.3 Primer's PAMp 3y 4

Tabla 13.Protocolo para Primer's PAMp 3y 4

CONCENTRACION|CONCENTRACION|VOLUMEN
REACTIVO|UNIDAD|INICIAL FINAL INICIAL
Buffer X 10 1 2,50
Primer
PAMp 3 uM 10 0,6 1,50
Primer uM 10 0,6 1,50
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PAMp 4

DNTPS uM 10 0,2 0,50

Tag pol U 5 0,20 1,00

MgCI2 mm 50 1,5 0,75

BSA mg/ml| 2 0,2 2,50

Volumen de la
solucion sin agua
y sin ADN 10,25

Calculos para realizar 25 pL de solucion total por tubo de reaccion, Fuente: Ibafiez

et.al 2018.

10.7 Prétocolo lonza GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain.

llustracion 33. Protocolo lonza GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain

Datection of Nucksic Acids on Vertical Gels by Post.
stainimg
Separme the samples by electrophoresis as normal
iStar™ Stain from -20°C storage and
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Excitation of GeiStar™ Stained Nucisic Acids

Either:
Iminate the ge! with 2 standard U traniaminator
202 e 212
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=ysiem. Systeens compatible with the detection of
SYBRE Creen Stain should sl be compasie with
GeiStar™ Stain.

Visualization by Photography
footograph e gel wits the fiher and i i the table

Rt olaeeicl syna B8 potvamegainse fion o be
af geis having

varies wih the sireng® of the
Bumination source and the Sier ues for photography.

Suggestod Exposurs Conditions Far Difforent Film
- ypes.

Film fmtop | Fiter Exposura
Type &7 | 45 | GeiStar Fitsr | 2-5 soconds
o 667
Type 55 48| GelSme™ Fier e ry

Visuslization by image Capturs systerms sesends

™ Stain is compatible with mast CCD and vides
ma = 10 varians. in the flers for

« Treatment of ane piate with a “release” agen
as Ged Slick™ Soksion (Lonza Catalog No. :nmn.
increases the sase of separation the glass piate
e kaping e g o1 At an te Sther Giate for
staining.

& Handing ce compression of gels (parscuary
pobyacriamide. e Beks) o loa 1o regiana of high
background afier staining. If possible geis should
e bie hancied dinsctly: use 5 spatua (or other tool)
and a sgurl batiie ko side the gel off the plates and
i e stin or ant the ight b

«  Adcition of 50% glyoeral o the staining buffer is
recommenced when using GetStar™ Stain with
MARIE™ i {| e oty b SORZTI) fer
hessrodupiex o SSCP analyses. This minimizes
swelling of the gel duing staining, and maroves gel
b ard stairing irmersity

youm =
e of Cotar ™ Staesare 487 em aees 327 ot (552
nm for RNA) respecivery.
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