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RESUMEN

Durante un largo tiempo se crey6 que diversas regiones del tracto respiratorio bajo
eran estériles, sin embargo, con los avances y uso de las tecnologias de
Secuenciacion de Nueva Generacion, (NGS del inglés Next Generation

Sequencing) han llevado a un cambio en esta percepcion

En este estudio, se caracterizd el microbioma respiratorio durante un proceso de
infeccion respiratoria aguda en el tracto bajo. Muestras de esputo fueron
recolectadas de 28 pacientes del Hospital Juarez de México y Hospital Pemex Sur
y sometidas a lllumina® de la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Los taxones
bacterianos respiratorios fueron caracterizados a nivel de género y especie, usando
QIIMEZ2 (v.2017.12) y la base de datos Greengenes

En pacientes con neumonia nosocomial con una baja abundancia del
microorganismo patdgeno, se observo un patron de microorganismos en comun:
Prevotella, Veillonella, Ralstonia, Fusobacterium y Porphyromonas, mientras que,
en pacientes con Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC) no se encontraron

patrones de microorganismos.

Para validar lo reportado por Bacteriologia, se disefiaron primers especificos de

especies claves o de interés en infecciones del tracto respiratorio bajo

Los resultados de este proyecto demuestran la factibilidad de extraer y analizar el
ADN directamente de las muestras clinicas, en condiciones estandarizadas. El
tamafio de la muestra no permite hacer inferencias mas precisas respecto al
significado de los hallazgos, lo cual sera posible una vez que se supere la limitacion

mencionada.



INTRODUCCION

Microbioma humano
El cuerpo humano alberga una comunidad variada, compleja y dindmica de

microorganismos conocida como el microbioma (Aho et al., 2015). La microbiota
humana (la coleccion de microorganismos que viven sobre y dentro de nosotros)
consiste en alrededor de 100 billones de células microbianas que superan en
namero a nuestras células humanas (Savage, 1977), y que proporcionan una
amplia gama de funciones metabolicas que nos faltan (Gill et al., 2006). Si nos
consideramos como supraorganismos que abarcan estos simbiontes microbianos
(Lederberg, 2000), la mayoria de los genes en el sistema son microbianos. En este
sentido, completar el genoma humano requiere caracterizar el microbioma (la

coleccion de genes en la microbiota) (Turnbaugh et al., 2007).

Los métodos independientes de cultivo han permitido la deteccion de bacterias en
algunos nichos bastante inesperados en el cuerpo humano. El tracto respiratorio
inferior de individuos sanos ha sido considerado un ambiente “estéril” donde la
presencia de cualquier bacteria, tipicamente revelada por el cultivo, representa un
estado anormal, poco saludable (Baughman, Thorpe, Staneck, Rashkin, & Frame,
1987; Monso et al., 1995). Los estudios recientes han demostrado que los
microorganismos son detectables en el pulmén sano con técnicas independientes
de cultivo. EI microbioma respiratorio inferior con frecuencia se compara con sus
sitios aledafios pues es la entrada de microorganismos en los pulmones. Estos
sitios incluyen al tracto respiratorio superior, cavidad oral y el tracto gastrointestinal
superior, y de manera sorprendente se ha encontrado que es mas similar al

microbioma oral (Bassis et al., 2015; Morris et al., 2013).

Metodologias en el analisis del microbioma

En la actualidad, existen dos métodos principales para realizar esta caracterizacion
gue no dependen del crecimiento de microorganismos en cultivo: Secuenciacion de
amplicones: La secuenciacién de amplicones (lecturas) se relacionan directamente

con taxones de referencia (McDonald et al., 2012; Yilmaz et al., 2014) o



comunmente, se agrupan en grupos que se denominan unidades taxonomicas
operativas (OTUs) y que comparten un nivel fijo de identidad de secuencia (a
menudo 97%) (Huse, Welch, Morrison, & Sogin, 2010; Knights, Parfrey, Zaneveld,
Lozupone, & Knight, 2011). En cualquier caso, las lecturas individuales u OTUs se
asignan a taxones especificos sobre la base de la homologia de la secuencia con
una secuencia genomica de referencia, un proceso denominado "agrupamiento"”
(Franzosa et al., 2015).

Aunqgue la secuenciacién basada en amplicones considera solo uno 0 unos pocos
genes microbianos, con frecuencia se agrupa el gen ARNr 16S bacteriano bajo el
campo de la metagendmica como una forma de realizar perfiles taxonomicos,
filogenéticos o funcionales.

La subunidad pequefa del ARN ribosomal (ARNr) ha sido foco de estudio, en los
gue las secuencias de ARNr 16S (para arqueas y bacterias) y el ARNr 18S (para
eucariotas) se utilizan como marcadores filogenéticos estables para definir que
linajes estan presentes en una muestra (Pace, 1997). La eleccion de la region o
regiones variables del gen ARNr 16S para la secuenciacion no es trivial, ya que
afecta a los taxones que se pueden identificar y con qué precision se pueden
clasificar (Guo, Ju, Cai, & Zhang, 2013; Yarza et al., 2014). De las nueve regiones
variables, varias de las regiones mas utilizadas incluyen a las regiones V2, V4 y V6:
En general, una combinacion de regiones variables y moderadamente conservadas
parece ser Optima para realizar analisis a diferentes profundidades filogenéticas
(Hamady, Knight, Hamady, & Knight, 2009).

El otro método para realizar esta caracterizacion es la metagendmica; el término
metagenomica fue utilizado por primera vez por Handelsman y colegas
(Handelsman, Rondon, Brady, Clardy, & Goodman, 1998), y denota la examinacién
de toda la comunidad (microbiana) basada en datos derivados de material genético,
extraido directamente de muestras. Por lo tanto, los datos de secuencia obtenidos
contienen un rompecabezas fragmentado de genomas de bacterias, arqueas, virus,
hongos, protistas e incluso plantas y animales, dependiendo del ambiente estudiado

(Xu, 2011). El perfil comunitario, o la determinacion de la abundancia de cada tipo



de microbio, es mucho mas barato usando ARNr porque solo se examina un gen de
cada genoma, pero los perfiles metagendmicos son esenciales para comprender las
funciones codificadas en esos genomas (Hamady et al., 2009).

Descripcién general de los métodos de NGS
Las tecnologias de NGS también conocida como secuenciacion profunda, se refiere

a los avances tecnologicos en la instrumentacion de secuenciacion de ADN que
permiten la generacion de cientos de miles a millones de lecturas de secuencias por
ejecucion. Las aplicaciones de NGS son de amplio alcance e incluyen (i)
secuenciacion del genoma completo, (ii) descubrimiento de patégenos, (iii) analisis
metagendmico/microbioma, (iv) perfil de transcriptoma, y (vi) diagnéstico de
enfermedades infecciosas (Chiu & Miller, 2016).

Ademas, la NGS permite el analisis eficiente de micro-floras humanas complejas,
tanto comensales como patolégicas ayudando asi a la comprension y manejo de
enfermedades humanas cronicas como la obesidad (Padmanabhan, Mishra, Raoult,
& Fournier, 2013).

El método de Sanger, fue la primera tecnologia de secuenciacion en 1975-2005,
produciendo secuencias largas (500-1000 pb) y alta calidad, por lo cual ha sido
como estandar de referencia para la secuenciacion de ADN. El primer sistema NGS
disponible fue el instrumento de pirosecuenciacion Roche 454 (Ronaghi, 2001)
generando lecturas largas, aunque con bajo rendimiento, un alto error al secuenciar
homopolimeros y un alto costo de secuenciacion lo cual no le permiti6 competir con
las otras tecnologias (Chiu & Miller, 2016). En cuanto a los sistemas de "segunda
generacion" (Mardis, 2008; Quail et al., 2012), ABI SOLID, Life Technologies fue el
instrumento de secuenciacion por ligacién con bajo costo por base , tiempo de
corrida muy largos y lecturas muy cortas incluyendo el sistema, lo que ocasioné su
incompatibilidad de competir con las demas tecnologias; lon Torrent, basado en
secuenciacion por sintesis, utiliza un chip semiconductor para detectar los iones
hidrogeno liberados, generando tiempos de corrida rapidos y tiene muchos errores

con homopolimeros; PacBio utiliza tecnologia de secuenciacion en tiempo real de



una sola molécula y puede generar lecturas largas en un tiempo corto, sin embargo,
los costos son elevados; La plataforma Illumina basada de igual manera en la
secuenciacion  por  sintesis, incluye diversos instrumentos  (Hiseq
IMiSeg/NextSeg/NovaSeq) con diferentes rendimientos, longitudes de lectura, a un
bajo costo por base (Besser, Carleton, Gerner-Smidt, Lindsey, & Trees, 2018; Chiu
& Miller, 2016)(Fig. 1).

En la actualidad, los instrumentos de lllumina se utilizan en la mayoria de los
estudios NGS publicados, incluidos los del campo microbiologico, aunque las
nuevas plataformas de "tercera generacion”, como los basados en la secuenciacion
de nanoporo (Schneider & Dekker, 2012), estan ahora disponibles y cada vez son

mas utilizados.

Los secuenciadores fabricados por “Oxford Nanopore” usan matrices de hanoporos
especializados que permiten que una Unica molécula de ADN pase a una velocidad
tipica de 30 bases por segundo y los datos se pueden analizar en tiempo real a
medida que las lecturas pasan a través del secuenciador. MinlON es un dispositivo
miniaturizado del tamafio de una memoria USB y la primera plataforma de
secuenciacion en utilizar tecnologia nanoporo (Goodwin et al., 2015). Esto lo hace
una opcion bastante atractiva para investigaciones de diagndstico de campo.
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Figura 1. Métodos de secuenciacidn para plataformas NGS actualmente disponibles.

(A) Los secuenciadores fabricados por Roche / 454 (izquierda), SOLID (medio) y lon Torrent (derecha) utilizan
PCR de emulsidn basada en perlas (inserto rectangular) en el proceso de generaciéon de bibliotecas, seguido
de diferentes enfoques basados en Secuenciacidn por fluorescencia. (B) La secuenciacion de lllumina a través
de un enfoque secuenciacion por sintesis y la formacion de millones de imagenes fluorescentes. (C) La
secuenciacion de PacBio se realiza mediante una enzima ADN polimerasa fijada a un sustrato de vidrio en una
nanoestructura de guia de onda de modo cero. (D) La secuenciacion por Nanoporo, realizada por el
instrumento Oxford Nanopore MinlON, aprovecha los cambios de conductancia de voltaje (izquierda) que se
producen en respuesta al paso de ADN a través de un nanoporo (derecha). Tomado de (Chiu & Miller, 2016).
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Secuenciacion de lllumina

La tecnologia utiliza dos adaptadores que se unen a los extremos de cada
fragmento de ADN por ligacién, PCR o transposon (tecnologia Nextera) y luego se
fijan a la superficie de una celda de flujo en forma de horquilla. La "amplificacion de
puente” usando PCR se realiza sobre la superficie de la celda de flujo,
desnaturalizando el extremo 3' del fragmento de ADN vy replicando la hebra
complementaria. Las sucesivas rondas de replicacion y desnaturalizacion mediante
PCR resultan en la generacion de miles de copias de fragmentos clonalmente
amplificados en un grupo estrechamente circunscrito (Figura 2a). Los reactivos de
secuenciacion, incluyendo la ADN polimerasa y un primer de secuenciacion, se
pasan entonces a través de la celda de flujo. Para cada ciclo, un Unico nucleétido
marcado fluorescentemente que contiene un terminador reversible se afiade a la
cadena complementaria dentro de cada grupo individual en un enfoque de
secuenciacion por sintesis (Figura 2b). Después de la formacion de imagenes por
el dispositivo de carga acoplada (CCD), la escisiébn del marcador fluorescente
permite afadir el siguiente nucleétido. EI nUmero de ciclos que producen la longitud
de lectura final se especifica de antemano, y la secuenciacion también se puede
hacer desde ambos extremos (secuenciacién pareada) usando un segundo primer
a la hebra de ADN recién sintetizada (Figura 2b) (Chiu & Miller, 2016).
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ADNr 16S

El ADNr 16S es el gen que codifica al ARNr 16S, tiene un tamafio aproximado de
1500 nucledtidos y se compone de regiones variables y conservadas, a partir de
cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxonOmica. Las
regiones conservadas en 5°- y 3- son usadas para disefar oligonucleétidos y
amplificar todo el gen.

Mientras es posible amplificar todo el gen ARNr 16S con la secuenciacion de
Sanger, este enfoque no es practico para estudios de alto rendimiento de
comunidades microbianas. Alternativamente, un objetivo mas corto comprende una
0 mas regiones hipervariables que pueden amplificarse y secuenciarse en una
plataforma NGS, permitiendo la caracterizaciéon de alta cobertura de cientos de
muestras simultaneamente. Por ejemplo, el Proyecto de Microbioma de la Tierra ha
desarrollado y estandarizado un ensayo ampliamente usado de NGS para la
caracterizacion de microbioma que se dirige a la region V4 del gen ARNr 16S,
usando los primers universales 515F/806R.

Enfocandose al Tracto Respiratorio, los estudios de microbioma no son tan
numerosos comparado con el microbioma intestinal o de la tierra, sin embargo, en
la tabla 1 se puede observar diversos estudios que se han realizado
predominantemente con pirosecuenciacion y el uso de distintas regiones del gen
ARNr 16S.
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Exposicidn arsénico 10 +10 esputo lon Torrent V6 QlIME
Asma 10+10 esputo 454 V6 RPD
Asma 39+12 BAL 454 Viv2 BARTAB, RDP
Fibrosis quistica 23 esputo 454 Viv2 Lucy, mothur, RDP
Fibrosis quistica 10 esputo 454 V1V3, V2V3 KrakenBLAST, QIIME
Fibrosis quistica 17 esputo 454 V4Ve personalizado
Fibrosis quistica 25 esputo 454 V1V3 RDP
Fibrosis quistica 23 esputo 454 VeV7 QIIME
Fibrosis quistica 19+6 tejido pulmadn, esputo 454 V4V5 Matlab, mothur, RDP
Fibrosis quistica 21 esputo 454 V1v2 BARTAB, RDP
Fibrosis quistica 30 esputo 454 V1v3 KrakenBLAST
COPD 11 esputo MiSeq V4 QlIME
COPD, Fumar 19+3 BAL, tejido pulmon 454 V1v3 mothur, RDP
COPD, Fumar 16 +16 tejido pulmdn 454 Viv3 mothur
Trasplante pulmdn 4+2 BAL 454 V3 mothur, RDP
Trasplante pulmdn 21 BAL 454 V1iv2 QIIME
Trasplante pulmdn 33+26 BAL 454 V3V5 mothur
Trasplante pulmon 57 +8 BAL 454 V7V8 QIIME

Tabla 1. Secuenciacién de nueva generacion del gen ARNr 16S basado en estudios de microbioma

del tracto respiratorio bajo. Modificado de Aho VTE et al., 2015

Dentro de las regiones variables del gen ARNr 16S, es importante destacar le region
V3-V4.

La regién V3: (1) es relativamente corta (aproximadamente 100 pb mas corta que la
region V4); (2) exhibe una alta variacion de secuencia, lo que resulta en una buena
discriminacion taxonémica; y (3) esta menos sujeto al sesgo taxonémico del cebador
que otros pares de cebadores cuando se compara con los datos generados usando
la secuenciacién de metagenoma completo no dirigido (shotgun/escopeta). En la
figura 3 se detalla la estructura secundaria del ARNr 16S de Escherichia coli J01695,
donde se resaltan las regién V3 (rosa) y V4 (azul), asi como la interseccion entre
ambas regiones. En la tabla 2 se pueden observar las diferencias entre la regién V3
y V4 del gen ARNr 16S.
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Estructura secundaria de ARNr 16S de E. coli J01695

Symbols Used In This Diagram:
«  Adenine (A)
. Uraal (V) : "
*  Cylosiw (C) 2 o £
¢ Guanine (G) & 5 31
- « Canonical base pair (A-U, G-C) g g 2
® o » Non-cancnical base par ’§ .~
g@ FS
B -5
§° ®
? 0 V3 target (primer nclusive) § s ©
“d D V4 191get (primer nclisive) ) @
B Va4 target overap g g
140 160 180 200 220 250 270 200 310 30
168 rRNA V3 amplcon 16S rRNA V4 ampiicon
wngth (bp) length (dp)

Figura 3. Estructura secundaria de ARNr 16S simplificada. Estructura secundaria de E. coli (J01695),
La region V3 y V4 estan resaltadas en rosa y azul respectivamente, la interseccion entre ambas
regiones esta remarcado de morado. (a-d) revela que la regidn V3 exhibe polimorfismos de longitud
extensa (flechas) en taxa de arqueas (por ejemplo, Methanobrevibacter oralis) y bacterianas (por
ejemplo, Corynebacterium diphtheria, Streptococcus pyogenes), con longitudes predichas de
amplicén V3 que van desde 150 a 194 pb cuando se consultan contra la base de datos SILVA SSU
111 16S rRNA. Por el contrario, la regidn V4 es relativamente invariante en longitud (e-h), que oscila
entre 290-295 pb (h). Tomado de Ziesemer KA et al., 2015.
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Regidon V3 Region V4

* Posicion en Escherichia coli: 341-534 bp * Posicion en Escherichia coli: 515-806 bp

* Tamano aproximado: 193 pb * Tamafo aproximado: 292 pb

* Primers: U341F/534R (SILVA) * Primers: US15F/806R (SILVA)

* Presenta SNPs, inserciones/deleciones * Presenta principalmente SNPs

* Contiene 2 estructuras tallo-asa que exhiben °* No exhibe ninguna variacion estructural
polimorfismos de longitud que difieren a través de importante en estructuras de tallo-asalos taxa
las cladas taxonémicas. anteriores.

Tabla 2. Diferencias entre region V3 y V4 del gen ARNr 16S.

Infecciones Respiratorias Agudas (IRAS)

Las infecciones respiratorias representan un grave problema de salud a nivel
mundial. Las IRAs son un grupo complejo y heterogéneo de enfermedades
causadas por diversos agentes que afectan cualquier punto de las vias respiratorias,
donde los signos o sintomas frecuentemente estan dados por tos de menos de 15
dias de duracion, dificultad para respirar, estridor (ronquido), dolor o enrojecimiento
faringeo, otalgia, otorrea, rinorrea, obstruccion nasal. Entre estas encontramos
desde infecciones leves como resfrio o catarro, faringitis, amigdalitis, bronquitis,

otitis 0 enfermedades graves como la neumonia. (Gonzélez, 2005).

Las IRAs se clasifican como infecciones del tracto respiratorio superior (Upper
Respiratory Tract, URT) o infecciones del tracto respiratorio inferior (Lower
Respiratory Tract, LRT). El tracto respiratorio superior consiste en las vias
respiratorias desde las fosas nasales hasta las cuerdas vocales de la laringe,
incluyendo los senos paranasales y el oido medio. EI LRT cubre la continuacion de
las vias respiratorias desde la trdquea y los bronquios hasta bronquiolos y alvéolos
(Simoes et al., 2006).
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Anatomia de Via Respiratoria Inferior

La conexién de la laringe a los arboles bronquiales de los pulmones es la traquea,
que esta conectada a los dos bronquios primarios de los pulmones (Figura 4). Esta
division en forma de Y de las vias respiratorias conductoras se llama carina y
estudios recientes han demostrado que las comunidades bacterianas de la carina
son mas similares a las que se encuentran en la cavidad oral que en cualquier otro
punto debajo de la epiglotis (Dickson, Erb-Downward, Martinez, & Huffnagle, 2016).
Al penetrar mas profundamente en las vias respiratorias inferiores, cada bronquio

Nasal Cavity / \W se divide en bronquios secundarios mas
pequefios, que contintan ramificandose

\ Nasopharynx &
) : .
S 4/ Oropharynx (formando bronquios terciarios) que se

ey ZJ\ (Eplg;:::hagus dividen en bronquiolos terminales. Las
LaW”’:/-"’ ‘\(\\\\‘/\\ temperaturas de la superficie y la pared
Trachea /—-""‘""\ ‘a S~ de la porcién superior de la traquea y el
\Jhu arbol bronquial son tipicamente mas

Bronchi __:___/’__7,7& \m bajas que la temperatura corporal
i ' \ central debido al movimiento del aire

s ambiente mas frio hacia los pulmones

\Stomach,/ (Huffnagle, Dickson, & Lukacs, 2017a).

» ¢

Figura 4. Anatomia de las regiones superiores del tracto
aerodigestivo en humanos (Huffnagle, Dickson, & Lukacs, 2017b).

En general, la superficie total de los alvéolos en un adulto se estima alrededor de
70 m?. Los alvéolos no estan revestidos con el tipo de epitelio que se encuentra en
el arbol bronquial; més bien, los alvéolos contienen una capa epitelial escamosa
delgada de una sola célula (células epiteliales alveolares tipo 1) que estan
recubiertas con una capa delgada de surfactante (no moco). El surfactante pulmonar
es un complejo de lipoproteinas rico en lipidos (fosfolipoproteina) formado por
células epiteliales alveolares de tipo 2, que contiene una cantidad de acidos grasos
libres, asi como también lipidos que contienen fosfatidilcolina (principalmente

dipalmitoilfosfatidilcolina) y esfingomielinas. También contiene una serie de
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proteinas, algunas de las cuales tienen una potente actividad antibacteriana u
opsonizacién, especialmente para las bacterias gramnegativas. Los &cidos grasos
libres son bactericidas para muchas bacterias Gram positivas. Por lo tanto, la gran
area de superficie de los alvéolos es una superficie aerdbica cubierta de lipidos, lo
que la convierte en un habitat ecolégico marcadamente distinto de los que se
encuentran en las vias respiratorias superiores y el tracto Gl. La enfermedad y los
procesos inflamatorios que introducen zonas anaerobicas, causan una fuga de
suero o acumulacion de moco en los alvéolos, o resultan en un colapso alveolar
(atalectasia) pueden cambiar notablemente el microbioma de los pulmones, que a
su vez, tiene el potencial de impulsar aun méas procesos inflamatorios (Huffnagle et
al., 2017b).

Microbiota del Tracto Respiratorio

La microbiota que reside en las vias respiratorias y los tejidos parenquimaticos,
como barrera biologica del tracto respiratorio, juegan un papel importante en el
mantenimiento de las funciones normales del sistema respiratorio del individuo y
previenen la invasion y colonizacion de patégenos exdgenos (Zhang & He, 2015).
Los cambios en la comunidad microbiana pueden dar lugar a la aparicion y
progresion de la neumonia infecciosa y a la exacerbacién aguda de enfermedades
cronicas, a través del desorden de los microorganismos comensales y el aumento

de la capacidad invasiva de los patdgenos (Segal & Blaser, 2014).

Mientras que la investigacién del microbioma respiratorio es relativamente nueva,
se cree que la distribucién de la colonizacién de las poblaciones microbianas a
través de las vias respiratorias se forma por una serie de mecanismos
inmunes. Monocitos y macréfagos alveolares, asi como células dendriticas, células
T CD4*y células linfoides innatas, que residen en el LRT, impiden el establecimiento
de las poblaciones sustanciales en las vias respiratorias inferiores (Holt, Strickland,
Wikstrom, & Jahnsen, 2008) y en gran medida confinar microorganismos al

URT. Ademas, en el URT esta presente una capa de moco mas densa y rica en
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nutrientes, lo que facilita el crecimiento microbiano y la replicacion, mientras que las
vias respiratorias inferiores estan recubiertas con un surfactante de bajo contenido
en nutrientes (Fahy & Dickey, 2010). La comunidad microbiana en LRT se compone
principalmente de géneros bacterianos que también son comunes en el URT,
incluyendo Prevotella, Streptococcus y Veillonella (Erb-Downward et al., 2011; Hilty
et al., 2010) Haemophilus spp. (Hilty et al., 2010) y Tropheryma whipplei (Charlson
et al., 2011). Estos géneros han sido sugeridos como bacterias especificas de las
vias respiratorias inferiores. Las bacterias que se encuentran en los pulmones
pueden clasificarse en dos categorias: microorganismos potencialmente patégenos
(MPP) y microorganismos no patégenos (no-MPP) a los que a veces se hace
referencia como "flora normal del tracto respiratorio” y no suelen asociarse con
infecciones en personas no inmunocomprometidos. Los MPPs pulmonares bien
conocidos incluyen Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus spp., Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis y miembros de las
Enterobacteriaceae. Algunos ejemplos de no-MPP incluyen: Streptococcus grupo
viridans, Candida spp., Corynebacterium spp., y Neisseria spp. (Cabello et al.,
1997).

En el modelo "Vida en la Antartida" del microbioma pulmonar, el equilibrio de tres
factores determina y da forma al microbioma pulmonar (Fig. 5): (1) la inmigracion
microbiana en las vias aéreas, (2) la eliminacion de microorganismos de las vias
aéreas, y (3) las tasas de reproduccién relativas de los microorganismos
encontrados en las vias aéreas, que esta determinada por las condiciones de
crecimiento de la region. Cualquier cambio en las comunidades microbianas de
pulmén, dentro de un individuo o a través de estados de enfermedad, debe ser el
resultado de un cambio en uno de estos tres factores. La microaspiracion subclinica
ha sido sefialada fuertemente como la posible principal fuente de inmigracion
microbiana (Bassis et al., 2015; Dickson et al., 2015, 2016).

La microaspiracion subclinica de las secreciones faringeas en sujetos sanos esta

bien documentada. Otros factores contribuyentes pueden incluir la inhalacion de
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bacterias del aire y la migracion directa a lo largo de las superficies mucosas de las
vias respiratorias. La eliminacion microbiana se logra mediante una combinacion de
depuracion mucociliar, tos y defensas inmunitarias del huésped (tanto innatas como
adaptativas) (Dickson et al., 2016). Algunos estudios de la microbiota con métodos
independientes de cultivo han confirmado que la microbiota del pulmén, en gran
parte se parece a la microbiota del URT cuando se estudia en individuos sanos
(Bassis et al., 2015; Marsh et al., 2016; Segal et al., 2013). La orofaringe parece ser
la fuente principal de la microbiota del pulmén en adultos (Bassis et al., 2015),
mientras que en los niflos es mas probable que la fuente sea tanto la nasofaringe
como la orofaringe (Marsh et al., 2016). Esto podria deberse a la diferencia en la
anatomia del URT y al aumento frecuente de la produccion de secreciones nasales
en los nifios, que probablemente aumenten la dispersion de microorganismos a los

pulmones (Bassis et al., 2015).

La inflamacion juega un papel clave en el tercer factor ecoldgico que da forma al
microbioma pulmonar al afectar en gran medida las condiciones de crecimiento
regional (por ejemplo, disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH y tension de
oxigeno). La inflamacion puede aumentar la fuga vascular en las vias respiratorias,
proporcionando elementos nutricionales criticos como fuentes de carbono,

aminoécidos, vitaminas y hierro. (Bartemes & Kita, 2012).
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Figura 5. Modelo de los factores ambientales, microbianos, estructurales e inmunoldgicos que
controlan la composicién del microbioma pulmonar durante la salud y la enfermedad (Huffnagle et
al., 2017a).

Epidemiologia de las IRAs

En el reporte de Vigilancia Epidemiolégica de México emitido por el SUIVE en el
2016, mostraba que las IRAs tienen mayor presencia en la poblacién de 0 a 14 afios
de edad, la edad critica para estas patologias es antes de cumplir un afio de edad
y en personas mayores de 65 afos. Durante el periodo comprendido entre 1984 y
2014, la tasa de morbilidad por infecciones respiratorias se incrementé de forma
notable, especificamente entre 1994 y 1998 de 15,000 a 27,500 por cada 1,000
habitantes (esto en parte podria explicarse por cambios en los criterios diagnosticos
o de notificacién), y desde el afio 2003 la tasa se ha mantenido relativamente
constante en un rango de 21,000-23,000 por cada 1,000 habitantes (Soto-Estrada,
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Moreno-Altamirano, & Pahua Diaz, 2016). Hasta el afio 2016, la principal causa de
morbilidad en diferentes grupos de edad ha sido las IRAs (SUIVE, 2016). Dentro las
principales causas de muerte en México, el reporte del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) en el 2015, indicé que las neumonias e influenza
se encontraban en el noveno lugar (INEGI, 2015). De acuerdo a los DALYs (Afios
de Vida Ajustados por Discapacidad, Disability-adjusted Life Years) reportados por
la OMS, las infecciones del tracto respiratorio inferior ocupan la segunda posicion
con mas de 1,939 DALYs por cada 100,000 habitantes, solo debajo de las
enfermedades isquémicas del corazon (WHO, 2017). Esto indica la carga que
presenta la enfermedad a nivel mundial. Como medida de evaluacién econémica
los evaluadores determinan los DALYs prevenidos, mediante la aplicacion de
intervenciones especificas que reducen la discapacidad y/o mortalidad (Alvis &

Valenzuela, n.d.).

Tasa de morbilidad en México, segun grupos de edad,

ano 2017
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Figura 6. Tasa de morbilidad en México, segun grupos de edad (2017). *Tasa por 100,000 habitantes
de ese grupo de edad. Fuente: Elaborado con datos de los anuarios de morbilidad,
SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2017.
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Principales causas de muerte en México, 2017.

1 Enfermedades del corazon
141 619

2 Diabetes mellitus
106 525

3 Tumores malignos
84 142

4 Enfermedades del higado
38833

5 Accidentes
36 215

6 Enfermedades cerebrovasculares
35248

7 Agresiones (homicidios)
32079

8 Enfermedades pulmonares obstructivas crénicas
22 954

9 Influenza y neumonia
21892

10 Insuficiencia renal
13 167

Tabla 3. Principales causas de muerte en México (2017). Fuente: INEGI. (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia

IRA’s en Vias Respiratorias Bajas

Las infecciones del LRT incluyen bronquitis, bronquiolitis y neumonia. Estos
sindromes en especial la neumonia, pueden ser graves o fatales. Aunque los virus,
micoplasmas, rickettsias y hongos pueden todos causar infecciones del LRT, las
bacterias son los agentes patdgenos dominantes; representa un porcentaje mucho

mayor de LRT que de infecciones del URT (Dasaraju & Liu, 1996).

Bronquitis y Bronquiolitis

Bronquitis y bronquiolitis implican inflamacion del arbol bronquial. La Bronquitis
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suele ir precedida de una infeccidn del tracto respiratorio superior o de un sindrome
clinico en enfermedades como la gripe, el sarampidn, la rubéola, la tos ferina, la
escarlatina y la fiebre tifoidea. La bronquitis cronica con una produccién de tos y
esputo persistente parece ser causada por una combinacion de factores
ambientales, tales como el fumar, y la infeccion bacteriana con patdégenos tales
como H. influenzae y S. pneumoniae.

La bronquiolitis es una enfermedad viral respiratoria de los nifios y es causada
principalmente por el virus sincitial respiratorio. Otros virus, incluyendo virus
parainfluenza, virus de la influenza y adenovirus, asi como de vez en cuando la
bacteria Mycoplasma pneumoniae, también se conocen por causar bronquiolitis
(Dasaraju & Liu, 1996).

Neumonias

La neumonia es una inflamacion del parénquima pulmonar, puede ser causada por
bacterias, virus, hongos o parasitos. Es una enfermedad frecuente. La frecuencia
relativa de cada agente etiolégico varia de acuerdo a muchos factores, tales como
la edad del paciente, la existencia de enfermedades asociadas y el contexto en que
se adquiere la infeccion (comunidad, hospital, residencia de ancianos), entre otros.
Asi mismo estos factores influyen en la clinica, la radiografia, la seleccion del
tratamiento, la evolucién, las complicaciones y el pronéstico de la enfermedad
(Macedo & Mateos, 2006).

Neumonias bacterianas

Streptococcus pneumoniae es el agente mas comun causante de la neumonia
bacteriana aguda adquirida en la comunidad (NAC). Se conocen mas de 80
serotipos segun lo determinado por los polisacaridos capsulares pero 23 serotipos
representan mas del 90% de todas las neumonias neumocdcicas en los Estados
Unidos. Las neumonias causadas por otros estreptococos son infrecuentes. La
Neumonia por Streptococcus pyogenes se asocia a menudo con una neumonitis
hemorragica y empiema (Dasaraju & Liu, 1996). La frecuencia de las NAC después

de las causadas por S. penumoniae son causadas por H. influenzae, Mycoplasma
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pneumoniae, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Moraxella
catarrhalis y virus Influenza A (Macedo & Mateos, 2006). Las NAC causadas
por Staphylococcus aureus también son poco frecuentes y suelen aparecer
después de la gripe o de bacteremia estafilocécica. Las infecciones
por Haemophilus influenzae y Klebsiella pneumoniae son mas comunes entre los
pacientes mayores de 50 afios que tienen enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) o alcoholismo (Dasaraju & Liu, 1996).

Los agentes mas comunes de las neumonias nosocomiales son bacilos aerobios
gramnegativos que raramente causan neumonia en individuos sanos. Entre éstas
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter, Proteus y Klebsiella son
especies que se identifican a menudo. Los agentes menos comunes gue causan
neumonias incluyen a Francisella tularensis, el agente de la tularemia; Yersinia
pestis, el agente de la peste; y Neisseria meningitidis, que por lo general causa la
meningitis, pero puede estar asociada con la nheumonia, especialmente entre los
reclutas militares. Xanthomonas pseudomallei causa melioidosis, una neumonia

cronica en el sudeste asiatico (Dasaraju & Liu, 1996).

Tipos de muestras de origen respiratorio
Existe una gran variedad de tipos de muestras procedentes de diferentes zonas del

tracto respiratorio inferior que se pueden someter a estudio microbiolégico. Estas
muestras se obtienen por procedimientos no invasivos o invasivos. Otros tipos de
muestras que se emplean para el diagnostico de las infecciones del tracto
respiratorio inferior incluyen exudados faringeos y nasofaringeos para la deteccion
de patégenos respiratorios especificos, orina para la deteccién de antigenos de
algunos agentes infecciosos, sangre para cultivo y, en determinadas situaciones,
suero para la determinacion de anticuerpos especificos (Meseguer Peinado, Cacho

Calvo, Oliver Palomo, & Puig de la Bellacasa, 2008).

Muestras obtenidas por procedimientos no invasivos

Esputo
El esputo, ademas de microorganismos, contiene una mezcla de componentes

entre los que se encuentran células del epitelio respiratorio del huésped, proteinas

y otros materiales de secrecién producidos en los pulmones como resultado de la
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respuesta inflamatoria. Para disminuir la contaminacion superficial de la muestra
con la microbiota que coloniza el tracto respiratorio superior y la cavidad oral, se
han recomendado algunas medidas a tomar, como la extraccion de la dentadura
postiza, si se utiliza, y el enjuague de la boca con agua o solucion salina estériles,
antes de la recoleccion de la muestra. El esputo obtenido por expectoracion
espontanea debe ser el resultado de un golpe de tos profunda y contener
secreciones purulentas representativas del tracto respiratorio inferior. Deben
desecharse los esputos compuestos por saliva 0 secreciones postnasales

(Meseguer Peinado et al., 2008).

Hemocultivos
Se recomienda la realizacién de hemocultivos en las neumonias graves del tracto

respiratorio inferior que requieren hospitalizacion.

Orina
Las pruebas de antigeno detectan la excrecion renal de antigenos microbianos.

Suero
Debe recogerse para confirmar un diagndstico especifico o cuando el patégeno sea

dificil de detectar por métodos directos. Si es posible, debera recogerse una muestra
de suero en la fase aguda de la enfermedad para determinar anticuerpos IgM, IgA
y otra en la fase de convalecencia (21 a 30 dias después) para determinar la
seroconversion de los anticuerpos IgG. Las pruebas serolégicas son
particularmente Utiles para los agentes causantes de la neumonia atipica, como por
ejemplo M. pneumoniae, C. pneumoniae y Legionella spp (Meseguer Peinado et al.,
2008).

Muestras obtenidas por procedimientos invasivos
Lavado broncoalveolar

El lavado broncoalveolar (LBA) es un procedimiento sencillo y bien tolerado que
permite obtener informacién acerca de los constituyentes celulares y bioquimicos
de la superficie epitelial del tracto respiratorio inferior, a través de la instilacion y
posterior aspiracion de liquido en uno o varios segmentos o0 subsegmentos

pulmonares (Escribano Montaner & Moreno Galdd, 2005). Después de cada
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instilacidon se hace una aspiracion para recuperar el maximo volumen de liquido
posible, formado por una mezcla del suero fisioldgico y secrecion broncoalveolar
(Meseguer Peinado et al., 2008).

Se estima que con la realizacién del LBA se toma muestra de alrededor de un millén
de alvéolos (1 % de la superficie pulmonar), obteniéndose aproximadamente 1 ml
de secreciones reales pulmonares en el total del liquido recuperado .Generalmente
el LBA se efectla a través del broncoscopio, aunque en ocasiones se realiza
directamente con una sonda a través de un tubo endotraqueal (Escribano Montaner
& Moreno Galdé, 2005).

Métodos de diagnostico

El diagnéstico microbioldgico resulta esencial para la determinacion del agente
etiolégico de alguna infeccion y la prescripcion de un tratamiento antimicrobiano.
Sin embargo, en la actualidad, el papel del laboratorio de microbiologia en el
diagnéstico de las infecciones del LRT presenta importantes limitaciones y
controversias. Asi, por ejemplo, su rendimiento, muy limitado en el caso del
diagnostico etiolégico de la bronquitis aguda, es controvertido en la neumonia
adquirida en la comunidad y ofrece mejores perspectivas en el diagndstico la
neumonia nosocomial. También, existe controversia sobre los diferentes métodos
diagnéstico, cuyo valor depende, a su vez, de un diagnostico clinico correcto de
infecciébn bacteriana y de la probabilidad de la existencia de un tratamiento

antibiotico previo (Meseguer Peinado et al., 2008; Reimer & Carroll, 1998).

Las principales limitaciones del diagnéstico microbiolégico de las infecciones del
LRT estriban en su baja rentabilidad (en el 40-60% no se aisla el agente causal) y
en la dificultad en la interpretacion del valor de los microorganismos aislados en
relacion con su significacion clinica (Musher et al., 2013). Con frecuencia, el cultivo
de las muestras del tracto respiratorio inferior supone uno de los esfuerzos
microbiolégicos mas innecesarios, y, lo que es peor, sus resultados ademas de
frustrantes para el diagndstico etiolégico pueden inducir, a su vez, a un diagnéstico
y tratamiento erroneos del paciente. Esto se debe por una parte, a la contaminacion

de las muestras del LRT con secreciones y, por tanto, con microbiota colonizadora
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del URT, lo que dificulta el crecimiento y enmascara la presencia de los verdaderos
patdgenos procedentes de localizaciones anatémicas mas bajas y, por otra parte, a
la dificultad para cultivar ciertos patdégenos que requieren medios y procedimientos
diagnoésticos especiales y especificos para su deteccion (Carroll, 2002; Meseguer
Peinado et al., 2008; Reimer & Carroll, 1998).
Normalmente para el diagnéstico de enfermedades del tracto respiratorio bajo se
realiza por medio de una verificacion clinica de parte del médico tratante.
Posteriormente, se puede recurrir a una placa radiografica de térax si se amerita.
Se realizan:
e Cultivos del esputo.
e Cultivos de sangre para busqueda de bacterias, hongos y virus.
e Serologia para detectar presencia de anticuerpos.
e Pruebas antigénicas para detectar ciertos antigenos producidos por el
patégeno (polisacaridos).
e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de muestras de esputo (Carroll,
2002; Meseguer Peinado et al., 2008).

Las nuevas herramientas de laboratorio, como son las técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos y las técnicas de deteccién de antigenos bacterianos permiten la
deteccion del agente causal de forma mas rapida y sensible, sobre todo en el caso
de los patégenos dificiles de cultivar, y abren futuras y nuevas perspectivas para el
diagnéstico de las infecciones del LRT (N. J. Gadsby et al., 2015; Naomi J. Gadsby
et al., 2016).
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ANTECEDENTES INMEDIATOS

Los primeros estudios que utilizaron métodos moleculares para caracterizar el
microbioma de las vias respiratorias inferiores concluyeron que mientras que las
vias respiratorias inferiores de sujetos sanos no son estériles, la cantidad de
bacterias es baja, y la comunidad esta compuesta principalmente de géneros
bacterianos que también son comunes en el tracto respiratorio superior, incluyendo
Prevotella, Streptococcus y Veillonella (Erb-Downward et al., 2011; Hilty et al.,
2010). Haemophilus (Hilty et al., 2010) y Tropheryma whipplei (Charlson et al., 2011)

fueron sugeridos como bacterias especificas de las vias respiratorias inferiores.

En un estudio en Shangai, China estudiaron una cohorte de 101 pacientes con
infecciones del LRT (neumonias nosocomiales) por pirosecuenciacion de la region
V3 del ADNr 16S. Los géneros predominantes en promedio de todas las muestras
pertenecen a Streptococcus, Staphyloccus, Pseudomonas y Acinetobacter.
Ademas, algunas secuencias que pertenecen a agentes causales potenciales,
como Mycoplasma, Haemophilus y Moraxella, también fueron encontradas pero no
en las pruebas de laboratorio clinico (por el sistema de identificacion bacteriano
automatizado: Vitek 2) (Zhou et al., 2010).

En 2013, se llevé a cabo un proyecto para comparar el microbioma respiratorio de
fumadores y no fumadores, cuyo objetivo fue usar un modelo de comunidad neutral
para comparar el microbioma del tracto respiratorio bajo y alto en una cohorte bien
definida (65 participantes) donde se propusieron posibles géneros “core” de la
microbiota del pulmén: Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium,

Haemophilus, Veillonella y Porphyromonas (Morris et al., 2013)

Debido a que la recoleccidn de biopsias de pulmoén no es ética en sujetos humanos

sanos, el estudio de la microbiota de pulmon se ha basado principalmente en el
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lavado broncoalveolar (bronchoalveolar lavage, BAL), el cepillado broncoscopico o
las muestras de esputo. La confianza en estas muestras para determinar la
microbiota pulmonar es problematica debido a la contaminacion del tracto

respiratorio superior o microbiotal oral (Berger & Wunderink, 2013).

Uno de los primeros estudios en utilizar tejido pulmonar, caracterizé los perfiles
taxondmicos y funcionales de la microbiota en 165 muestras de tejido no maligno y
31 sitios con tumor y compararon con perfiles previamente publicados de distintos
sitios del cuerpo (cavidad oral, nasal, intestino, piel y vagina del Proyecto
Microbioma Humano). Definen “the core” de la microbiota pulmonar de muestras de
tejido no maligno: Acinetobacter, Pseudomonas, Ralstonia y dos grupos
desconocidos a nivel de género: Comamonadacea y Oxalobacteraceae (Yu et al.,
2016).

Respecto a los estudios de secuenciacion de nueva generacion de metagenémica
(Metagenomic next-generation sequencing, mNGS) , en la Universidad de Pekin,
China se recogieron tejidos de biopsia pulmonar con sospecha de infecciones
pulmonares, se compararon los resultados obtenidos de mMNGS con los reportados
por el laboratorio de histopatologia y microbiologia. Los resultados de mNGS
mostraron una alta especificidad en la evaluacion de hongos y el complejo de
Mycobacterium tuberculosis cuando se compard con el método de histopatologia
(H. Li et al., 2018).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, la identificacién del agente etiolégico de la afeccidn respiratoria suele
ser un proceso tardado de varias semanas, que requiere técnicas de cultivos
microbiolégicos muy especificas, personal altamente capacitado y especializado y
complementariedad de los resultados con pruebas de susceptibilidad a

medicamentos y otros ensayos bioquimicos.

La secuenciacion masiva de ADN, abrira la posibilidad de realizar el diagnostico de
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enfermedades de una manera mas eficiente, rapida, especifica y proporcionando

gran cantidad de informacion util para el médico.

JUSTIFICACION

El diagnostico temprano y preciso de el/los agentes etiolégicos, comensales,
sinergistas y todos aquellos presentes durante el curso de una IRA a través de
técnicas de secuenciacion masiva, proporcionara las herramientas para la toma de
decisiones oportunas enfocando el tratamiento a los microorganismos
responsables, evitando dar tratamientos genéricos que contribuyen al desarrollo
de farmacorresistencia. De esta manera, habria un acercamiento a la medicina
personalizada, que contribuya a la no generacion de resistencia a farmacos que
hoy en dia prevalece en la mayor parte del mundo, asi como a la toma de
decisiones temprana para evitar enfermedades crénicas o incluso en algunos

casos epidemias.

HIPOTESIS

Dada las limitaciones del diagnéstico microbioldgico de las infecciones del LRT, es
posible establecer un protocolo para el andlisis de microbioma, mediante el uso de
las tecnologias de NGS, rapido y reproducible que podra ser comparado y validado

con el estandar de referencia actual que son las pruebas microbiolégicas.

OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar el microbioma respiratorio durante un proceso de infeccidn respiratoria

en el tracto bajo, mediante NGS.

Objetivos Particulares

Estandarizacion de la metodologia para el uso de NGS durante un proceso de

infeccion respiratoria en el tracto bajo.
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Analizar el perfil de microbioma respiatorio obtenido por secuenciacion masiva del
gen ARNTr 16S.

Identificar un patrén de microorganismos en pacientes con neumonia

En la figura 7 se muestra el procedimiento empleado para analisis de secuenciacion

del ADNr 16S (region V3-V4), a partir de muestras de expectoracion espontanea.
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Figura 7. Metodologia general para el andlisis de la microbiota del tracto respiratorio bajo en pacientes con neumonia,
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Disefio de estudio

Poblacién de Estudio
Pacientes que acuden al Hospital Judrez y Hospital Sur de PEMEX y son

diagnosticados con IRAs del tracto respiratorio bajo: Neumonia adquirida en la

comunidad (NAC) y neumonia nosocomial de origen bacteriano

Tipo de Estudio
Descriptivo.

Tamafno de muestra
28 pacientes. Seleccién a partir de cuestionario con datos clinicos del Hospital

Juarez y Pemex Sur.

Tipo de muestra
Expectoracion espontanea

Criterios de inclusion

e Pacientes con diagnostico de IRAs del tracto respiratorio bajo: Neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) y neumonia nosocomial de origen bacteriano

e Sexo indistinto y pacientes mayores a 18 afios
¢ Que acepten participar y firmen la carta de consentimiento informado

Criterios de exclusion

e Pacientes cuyo diagndstico no este respaldado con pruebas microbiolégicas

e Historial clinico incompleto (En el cuestionario se resalta (negritas) aquellos
datos minimos necesarios que se piden para que no sea motivo de
exclusion).

e Pacientes con VIH, EPOC, tuberculosis, cancer y otras enfermedades
inmunosupresoras.

e Falta de informacién terapéutica, es decir, prescripcion de medicamentos,

frecuencia, dosis, adherencia.
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Criterios de eliminacion

e Pacientes que retiren su consentimiento
e Pacientes que estén bajo tratamiento de antibidticos

e Muestra insuficiente (menor de 1 mL) o mal identificada

Estandarizacion

La metodologia de inactivacién, extraccibn de ADN Total y la preparacion de las
bibliotecas para secuenciarlas y analizarlas por un software bioinformatico (QIIME2)
se estandarizé con muestras clinicas (esputo) que tuvieran un volumen mayor para
evitar pérdidas de muestras, y lograr optimizar la metodologia de la microbiota del
tracto respiratorio bajo en pacientes con IRAs, debido a que, una limitante son los
volimenes pequefios de muestra por incapacidad en algunos pacientes de

expectorar.

Inactivacion de la Muestra

Con el objetivo de manejar un control de bioseguridad en el manejo de la muestra
(esputo), se realizaron distintos métodos citados en la bibliografia para la
inactivacion utilizando 2 muestras con sus respectivas alicuotas y evitar
contaminacion en el laboratorio.

a) Bafio Maria a 80°C durante 20 min (Doig, Seagar, Watt, & Forbes, 2002)

b) 95°C (Thermoblock) durante 15 min (Doig et al., 2002)

c) 95°C (Thermoblock) durante 15 min / Hielo 5 min / 95°C 5 min. Modificado de
(Doig et al., 2002)

Extraccion de ADN total

Se utilizaron 3 diferentes kits de extraccion: QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit
(QIAGEN) (Ver metodologia detallada en el Anexo 1), NucleoSpin® Tissue
(Macherey-Nagel) y PureLink Microbiome (Thermo Fisher) usando 4 muestras de

distintos pacientes.
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La metodologia para la extraccién de ADN total se estandariz6 para no desperdiciar
las muestras que se van almacenando, ya que algunos pacientes no logran
expectorar suficiente, por lo que, es necesario tener una eficiencia con el kit de
extraccion.

La integridad del ADN se analizo por electroforesis en gel de agarosa al 2 %, 100
V, en solucién buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizé el marcador de peso
molecular 100 bp DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.

En la tabla 4 se muestra un resumen de los pasos esenciales de cada kit

mencionado anteriormente

NucleoSpin® Tissue (Macherey- QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit PureLink Microbiome (Thermo
Nagel) Fisher)
* 25 uL ProteinasaK (56°C, 2 h) * Vortex — Tubo Lisis (10 min) * 800 uL S1 + 100pL Lysis
* 200 uL B3 (70°C 10 min) * 40 pL ProteinasaK (56°C 10 min) enhancer(65°C 10 min)
e 210 plL EtOH * 200 pL APL2 (70°C 10 min) * Vortex —Tubo Lisis (10 min)
* Unién ADN a columna * 300 plL EtOH * Unidén ADN a columna
* Dos lavados de columna * Unién ADN a columna * Un lavado de columna
* Elucion ADN * Dos lavados de columna * Elucion ADN
* Elucion ADN

Tabla 4. Resumen de pasos criticos en el proceso de extraccion de ADN total por distintos kits

comerciales.

Amplificaciéon de ADNr 16S por PCR punto final

La seleccion de los primers para la amplificacion de la region V3-V4 se hizo
mediante el analisis de distintos estudios (Ver Introduccion), la base de datos SILVA

y con el manual de lllumina: “16S Metagenomic Sequencing Library Preparation”.

Se hicieron dos pruebas: En la primera prueba se amplific6 el ADNr 16S variando
la concentracién de ADN total, de acuerdo a lo obtenido por la extraccién de cada
kit (200 ng/uL UCP, 100 ng/uL MN y 40 ng/uL TF) y en la segunda prueba se hizo
un gradiente de temperatura (47.5°C, 50.5°C, 53.5°C y 55°C), utilizando el ADN total
de dos muestras extraidas por el kit UCP (Ver metodologia de Amplificacién de
ADNr 16S detallada en el Anexo 2).
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Purificacion del producto de PCR (ADNr 16S)

Los productos de PCR fueron purificados con perlas mgnéticas, utilizando el kit
ChargeSwitch® PCR Clean-Up (Invitrogen) (Ver metodologia detallada en el Anexo
3).

Index PCR

En esta amplificacion se agregaron los indices a cada muestra para su identificacion

en el momento de secuenciar (Ver metodologia detallada en el Anexo 4).

Secuenciacion y Andlisis Bioinformatico

Se siguio el protocolo de preparacion de biblioteca de secuenciacion metagenémica
16S de lllumina. Los amplicones se secuenciaron para generar lecturas de 250 pb
pareadas en un sistema MiSeq (https://www.illumina.com/systems/sequencing-
platforms/miseq.html) bajo la modalidad Nano, con el objetivo de una profundidad

de secuencia de 70,000 lecturas por muestra.
Previo al analisis con QIIME2, se procesaron las lecturas a un control de calidad

con el programa Trimmomatic (Bolger, A. M., Lohse, M. & Usadel, 2014), utilizando
como parametro de sliding window: 5:28 y 5:25.
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Determinacion de la Microbiota en pacientes mexicanos del Hospital Juarez de
México y Pemex Sur con IRAs (Neumonias)

Una vez estandarizada la metodologia para la secuenciacién del gen ARNr 16S
(regidn V3-V4) de muestras de expectoracion en pacientes con IRAs, se prosiguio
a trabajar con 16 muestras del Hospital Juarez México y 12 de Pemex Sur.

Se realizaron los mismos pasos empleados en la estandarizacion con los kits y/o
técnicas verificadas en la estandarizacion: Extraccion de ADN total, Amplificacion
del gen ARNr 16S (region V3-V4), Indexado, Purificacion, Secuenciacion y Analisis

bioinformético por QIIME?2.

Andlisis Bacterioldgico realizado en el Hospital Pemex Sur

La caracterizacién microbiologica que realizaron en el hospital Pemex Sur se hizo
mediante la tincibon de Gram de cada muestra (expectoracion espontanea) vy
Unicamente se hizo el cultivo de aquellas muestras que cumplieron con los criterios
de Murray y Washington (> 25 leucocitos/campo, < 10 células epiteliales
escamosas/campo) (Murray & Washington, 1975). Aquellas muestras que pasaron
el control previo se tom6 una alicuota con la pipeta Pasteur para proceder a sembrar
en los medios primarios de cultivo y en las condiciones de incubacion necesarias
para el aislamiento y recuento de bacterias, se utilizaron placas de agar sangre,
agar chocolate y agar MacConkey, asi como en Caldo Tioglicolato, con la finalidad
de enriquecimiento en la muestra clinica para la obtencion de patégenos
bacterianos que no se desarrollaron en los cultivos primarios o bien corroborar la
presencia de los mismos al obtener cultivos puros en los medios: Agar sangre
(Streptococcus pneumoniae (Neumococo), Staphylococcus aureus, Moraxella
catarrhalis, Agar chocolate (Haemophilus influenzae), Agar McConkey

(enterobacterias).

Una vez aislado el (los) patdgeno(s), se realizan pruebas bioquimicas primaras de
identificacion y se procede a realizar la identificacion a partir de la colonia mediante
pruebas bioquimicas utilizando el equipo Walkaway 96 Sl. Esto con la finalidad de

corroborar la identificacion de las colonias aisladas en los cultivos selectivos y
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diferenciales (Fig. 9).
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Figura 9. Analisis Bacterioldgico realizado en el Hospital Pemex Sur
Analisis Bacteriologico realizado en el Hospital Juarez de México

La caracterizacion microbiologica que realizaron en el hospital Juarez de México se
hizo mediante la tincion de Gram de cada muestra (expectoracion espontanea) y
se hizo el cultivo de todas las muestras, aunque no hubieran cumplido los criterios
de Murray y Washington (> 25 leucocitos/campo, < 10 células epiteliales
escamosas/campo) (Murray & Washington, 1975). Se tomo6 una alicuota con la
pipeta Pasteur para proceder a sembrar en los medios primarios de cultivo y en las
condiciones de incubacién necesarias para el aislamiento de bacterias, se utilizaron
placas de agar sangre, agar chocolate, agar MacConkey y agar Sal Manitol. Se
procedi6 a realizar la identificacion a partir de la colonia aislada (proceso
automatizado) mediante pruebas bioquimicas utilizando el equipo BD Phoenix. (Fig.
10)
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Figura 10. Andlisis Bacterioldgico realizado en el Hospital Judrez de México

Flujo QIIME2

Las lecturas generadas por el secuenciador Miseq, fueron procesadas usando
QIIME2 (v.2017.12) (Bolyen et al., 2018). Para la clasificacién de secuencias se
utilizé la base de datos de Greengenes 13_8 para 99 OTUs (Operational Taxonomic
units).

El analisis QIIME 2 se ejecutd utilizando el complemento dada2 con los siguientes
parametros: ---p-trunc-len-f 250----p-trunc-len-r 250----p-trim-left-f 0-----p-trim-left-r
0.

Para medir la similitud entre comunidades, se calculd la diversidad beta y se
construyé un diagrama de andlisis de coordenadas principales (PCoA) en 3D,
basado en la medida cuantitativa de similitud en las muestras: Distancia de Bray

Curtis.
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Andlisis de la asignacion taxondmica determinada por QIIME2

Una vez obtenida la asignacion taxonomica por QIIME2, se procedié a verificar la
identificacion designada de ciertas secuencias, entre paréntesis se coloco el valor
de confianza asignado por QIIME2:

Escherichia coli (0.97)

Haemophilus parainfluenzae (0.99)

Pseudomonas spp. (0.78)

Rothia mucilaginosa (0.99)

Stenotrophomonas spp. (0.99)

Acinetobacter spp. (0.99)

Streptococcus spp. (0.99)

Streptococcus anginosus (0.99)

Acinetobacter rhizosphaerae (0.99)

Porphyromonas endodontalis (1)

Staphylococcus spp. (0.985)

Estas se analizaron en la base de datos no redundante GenBank de NCBI (National
Center of Biotechnological Information, sitio web: http://www.ncbi.nim.nih.gov),

utilizando la aplicacién Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). De las
secuencias gue produjeron alineamientos significativos, se descargaron Unicamente
aguellas con un porcentaje de identidad de 99%. Con la finalidad de complementar
los resultados de identidad obtenidos, se realizé un arbol filogenético (visualizado
en el programa MEGA, Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Kumar, Stecher,
& Tamura, 2016), sitio web: http://www.megasoftware.net/) con el algoritmo
Neightbor-joining (Saitou & Nei, 1987), el modelo Jukes-Cantor (JUKES &
CANTOR, 1969) y un analisis bootstrap (Felsenstein, 1985) de 1000 réplicas, en el

gue se incluyeron como referencia varias secuencias del gen ARNr 16S con un
porcentaje de identidad de 99% de microorganismos depositadas en la base de
datos NCBI y las secuencias de los microorganismos mencionados anteriormente

(El alineamiento se hizo en el programa Clustal W).
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Validacion con PCR punto final

Se realizo6 la identificacion de ciertos patégenos bacterianos claves en infecciones
del LRT y que se identificaron por el laboratorio de bacteriologia de los hospitales
en la mayoria de las muestras: Pseudomonas aeuriginosa, Acinetobacter
baumannii, Moraxella catarrhalis; asi como, algunas bacterias que resultaron de
interés: Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis.

Para hacer valida la PCR punto final, se solicitaron las cepas: Pseudomonas
aeuriginosa, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis al
Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM.

La cepa Acinetobacter baumannii fue proporcionada por el laboratorio de Biologia
Molecular del Hospital Juarez de México.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Estandarizacion
Inactivacion de la muestra

La inactivacion se realizé con dos muestras, con varias alicuotas de cada una, para
validar las metodologias. En la figura 11 se observaron bandas por encima de 10
Kb después de la electroforesis en gel de agarosa al 1%, indicando una correcta
extraccion de ADN Total. Sin embargo, al hacer la amplificacién del ADNr 16S (Fig.
12) para verificar que el ADN no se haya degradado por las altas temperaturas a la
que se sometieron las muestras; la muestra 59 si se logré amplificar con 2
metodologias: 80°C y 95°C con bafio de hielo. La muestra 62 s6lo amplificd con el
bafio a 80°C, el control positivo (por duplicado) se utilizé con el fin de verificar el
correcto funcionamiento de la enzima polimerasa y el control negativo para

demostrar la ausencia de contaminacién de reactivos.

De acuerdo al resultado anterior se decidié trabajar Unicamente con la metodologia
de bafio maria a 80°C durante 20 min para evitar un dafio grave a la integridad del
ADN que afecte posteriormente en la calidad de la secuenciacion del producto
amplificado (gen ARNr 16S).

95°C +
80°C hielo 95°C

10000 pb re . e e e e
1000 pb '

750 pb

500 pb

250 pb

Figura 11. Extraccion de ADN Total de muestras inactivadas
Gel de agarosa 1% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular (100 pb,
Thermo Scientific), Muestras: 59 y 62 a distintas condiciones: 80°C/20 min, 95°C/15 min + hielo/5min +
95°C/10 min y 95°C/15 min . Kit de extraccién: QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit (QIAGEN).
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Figura 12. Amplificacién del gen ARNr 16S de muestras inactivadas
Gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular (100 pb,
Thermo Scientific), Muestras: 59 y 62 a distintas condiciones: 80°C/20 min, 95°C/15 min +
hielo/5min + 95°C/10 min y 95°C/15 min. (+) control positivo (Escherichia coli), (-) control negativo.

Extracciéon de ADN Total

Como se menciond en la metodologia, se hizo uso de 3 kits de extraccion de ADN
total y 4 muestras de distintos pacientes Se observa en la tabla 5, los resultados de
cuantificacion por NanoDrop con cada kit mencionado en la metodologia. Se
obtuvieron mayores concentraciones y mejor calidad (260/280, 260/230) por
NanoDrop con el kit UCP Pathogen Mini Kit.
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[ng/uL] 260/280 20/230 V. muestra V. final (pL)
(mL)
20 UCP

121.9 1.90 1.99 1 60
56 ucp 422.7 1.86 141 1 60
66 ucp 213.5 1.86 1.04 1 60
100 Ucp 1127.6 1.88 2.26 1 60
20 MN 17.6 0.72 0.14 1 60
56 MN 573.1 1.78 1.76 1 60
66 MN 218.1 1.00 0.55 1 60
100 MN 59.9 153 1311 1 60

Tabla 5. Cuantificacidon de ADN Total por NanoDrop con 3 diferentes kits de extraccion: QIAmp® UCP
Pathogen Mini Kit (QIAGEN), NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) y PureLink Microbiome (Thermo
Fisher).

En la figura 13, se observaron las bandas obtenidas por encima de 10 Kb después
de la electroforesis en gel de agarosa al 1%, indicando una correcta extraccion de
ADN Total con el kit UCP y TF, este ultimo con una menor intensidad en la banda.
Con el kit MN, no se lograron observar bandas integras.

10000 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

10000 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

Figura 13. Extraccion de ADN Total con 3 diferentes kits de extraccion.
Gel de agarosa 1% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular
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(100 pb, Thermo Scientific), Muestras: 20, 56, 66 y 100. Kits: QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit
(QIAGEN), NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) y PureLink Microbiome (Thermo Fisher).

Amplificaciéon gen ARNr 16S por PCR punto final

Para el analisis de la amplificacion del ADNr 16S, se realiz6 al igual que la extraccion
de ADN total una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 14
un patron consistente con los distintos kits, a un peso molecular aproximado de 600
pb en la muestra 66 (sefialadas en un recuadro), obteniéndose una banda mas
intensa con el kit UCP. Sin embargo, las muestras con menor cantidad de ADN se

pueden amplificar con el kit UCP, a diferencia de lo obtenido con los otros kits.

De acuerdo al resultado anterior se decidio trabajar inicamente con el kit UCP para

la extraccion de ADN total en muestras de esputo.

En la segunda parte se hicieron amplificaciones con un gradiente de temperatura
pero solo con dos muestras extraidas por el kit UCP, como se menciona en la
metodologia con la finalidad de optimizar la amplificacion y obtener una temperatura
optima en la que se evite la formacion de dimeros o fragmentos inespecificos. Se
observa en la figura 15 sefialado por un recuadro la temperatura Optima de

alineamiento (55°C) sin formacion de fragmentos inespecificos en ambas muestras.
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UCP (200 ng/pL) MN (100 ng/uL)

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 14. Amplificacidn del gen ARNr 16S con 3 diferentes kits de extraccion.
Gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular (100 pb,
Thermo Scientific), Muestras: 20, 56, 66 y 100. Kits: QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit (QIAGEN),
NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) y PureLink Microbiome (Thermo Fisher).

47.5 °C 50.5 °C

1000 pb

500 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

1000 pb

500 pb

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 15. Estandarizacién de la amplificacion del gen ARNr 16S. Gradiente de temperatura de
alineamiento. En el cuadro verde se observa la temperatura dptima de alineamiento. Gel de agarosa
2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular (100 pb, Thermo
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Scientific), Gradiente de temperatura: 47.5°C, 50.5°C, 53.5°C y 55°C. Muestras: 56 y 100.

Purificacion del producto de PCR (gen ARNr 16S)

Se utilizé el producto de PCR de las muestras amplificadas; lo cual tiene como
objetivo eliminar las impurezas que se encuentran después de la reaccion por PCR,
como son restos de MgClz, dNTP’s, Tag polimerasa, primers, los cuales pudieran

interferir en la reaccion de secuenciacion.

La purificacion se verificO con una electroforesis en gel de agarosa al 2%,
observandose bandas nitidas en el peso molecular aproximado de 600 pb y la
ausencia de otras bandas, que indican presencia de productos inespecificos

(resultados no mostrados).

Index PCR

En esta segunda amplificacion se utilizé el producto de PCR purificado para su
identificacion de cada muestra en la secuenciacion. En la figura 16 se muestra las
bandas nitidas en el peso molecular aproximado de 630 pb. Después se utilizo este
producto de PCR con los indices para una segunda purificacion y eliminar
impurezas que interfieran en la reaccion de secuenciacion (resultados no

mostrados).

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 16. Index PCR. En esta amplificacién se agregaron los indices a cada muestra para su
identificacién en el momento de secuenciar. Gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V.
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(PM) Marcador de peso molecular (100 pb, Thermo Scientific), Muestras: Indicadas en la parte
superior de cada carril.

Secuenciacion y Analisis Bioinformatico

En la tabla 6 se tiene la informacién clinica y los resultados de bacteriologia por el
Hospital Juarez de México, y en la tabla 7 se muestra las caracteristicas de las

muestras que se usaron para secuenciar.

#SamplelD Diagnéstico Sexo Edad Bacteriologia
56 Neunomia nosocomial F 48 afios Escherichia coli
Acinetobacter
57 Neumonia nosocomial M 64 anos baumanii
Acinetobacter
66 Neunomia nosocomial M 19 afios baumanii
Acinetobacter
77 Neumonia nosocomial F 53 afios baumanii
Pseudomona
121 Neumonia nosocomial M 73 afos aeruginosa

Tabla 6. Datos epidemiolégicos y de bacteriologia.

Muestra Lecturas
56 70348
57 42389
66 34991
77 32927

121 42456

Tabla 7. Profundidades obtenidas a partir de la secuenciacion por MiSeq, lllumina.

En la tabla 8 se resume lo obtenido por el laboratorio de bacteriologia del Hospital
Juarez de México y lo obtenido por el algoritmo DADA2 de QIIME para la asignacion
taxonOGmica, asi como la profundidad obtenida de cada muestra (Tabla 7). Se coloco
el porcentaje obtenido por QIIME de aquel microorganismo en concordancia con
microbiologia y el género con mayor abundancia. Del lado izquierdo se encuentran

los datos con un slidingwindow 5:28 por trimmomatic, mientras que, del lado
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derecho un parametro de 5:25.

Con este resultado, se decidi6 emplear el pardmetro, slidingwindow: 5:28 como
control de calidad previo a la introduccion de las lecturas a QIIME2 para tener un
control estricto y tener la certeza en la asignacion taxonémica. Ademas, de acuerdo
al grafico FastQC (Fig. 17), las lecturas arriba de un parametro Q28 indican un muy
buen llamado de bases, en un rango de Q20-Q27 una calidad razonable y por
debajo de 20, un llamado de bases de mala calidad.

Es importante destacar que con el flujo de trabajo de QIIME2 solo fue posible llegar
a nivel de género, aunque algunas lecturas se lograron asignar hasta nivel de
especie; aumentar la profundidad de la secuenciacion podria asignar un mayor
namero de secuencias a un nivel de especie. Es necesario verificar el valor de

confianza asignado por QIIME2 para corroborar la asignacién correspondiente.

Muestra Microorganismo
reportado por
Bacteriologia

Slidingwindow 5_28 Microorganismo
reportado por

Bacteriologia

Slidingwindow 5_25

% Concordancia Mayor abundancia

% Concordancia Mayor abundancia
Bacteriologia asignado por Bacteriologia por asignado por
por QIIME QliME QliME QliME

56 Escherichia coli 79.4% Escherichia Escherichia coli 78.4% Escherichia
79.4% 78.4%
57 Acinetobacter 52.3% Acinetobacter Acinetobacter 52.0% Acinetobacter
baumanni 52.3% baumanni 52.0%
66 Acinetobacter 90.3% Acinetobacter Acinetobacter 90.2% Acinetobacter
baumanni 90.3% baumanni 90.2%
77 Acinetobacter 95.6% Acinetobacter Acinetobacter 95.4% Acinetobacter
baumanni 95.6% baumanni 95.4%
121 Pseudomonas 41.5% Pseudomonas Pseudomonas 39.7% Corynebacterium
aeuriginosa 41.5% aeuriginosa 40.0%

Tabla 8. Comparacién taxondémica por bacteriologia y QIIME2
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Quality scores across all bases (Thumina >v1.3 encoding)
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Determinacion de la Microbiota en pacientes mexicanos del Hospital Juarez de
México y Pemex Sur con IRAs (Neumonias)

En la tabla 9 se muestran los datos clinicos y epidemioldogicos del total de las
muestras. Se puede observar un porcentaje equitativo de hombres-mujeres y las
comorbilidades, con una abundancia de pacientes mayores a 60 afos, sin embargo,
no es posible realizar un andlisis de correlacion entre el perfil de microbioma y los
datos clinico-epidemiol6gico por el numero pequefio de pacientes incluidos en el
estudio (n=28).
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Datos clinicos y epidemiologicos

Variables N (%)

Sexo

Femenino 13 (46.4%)

Masculino 15 (53.6%)
Edad

18-40 afios 5(17.9%)

41-60 afios 9(32.1%)

61-80 afios 14 (50.0%)
Tipo de Neumonia

NAC (Neumonia adquirida en la comunidad) 8 (28.6%)

NN (Neumonia nosocomial) 20 (71.4%)
Comorbilidades

Diabetes Mellitus 2 11 (39.3%)

Hipertensidn arterial 12 (42.9%)
Toxicomanias

Tabaquismo 7 (25.0%)

Alcoholismo 4 (14.3%)

Tabla 9. Datos Clinicos y epidemiolégicos de pacientes del Hospital Judrez México
y Pemex Sur.

Andlisis QIIME2

Al obtener las secuencias “crudas” (sin analisis de calidad), se logr6 una profundidad
promedio de 5500 lecturas por muestra. La profundidad tedrica calculada fue de
140,000 lecturas por muestra en un cartucho MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciclos). Las
28 muestras de expectoracion espontanea se agruparon con otras bibliotecas
(Nextera) para aprovechar al maximo la capacidad del cartucho, sin embargo, las
bibliotecas Nextera no eran de un tamafio especifico comparado con el gen ARNr
16S (region V3-V4:-.630 pb), por lo que hubo un célculo incorrecto para hacer la
mezcla de ambas bibliotecas, obteniéndose una baja profundidad pero con una

excelente calidad de las secuencias del gen ARNr 16S (region V3-V4).
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El control de calidad con Trimmomatic previo a QIIME2 no se realizo por la buena

calidad en cada muestra (Fig. 18)

Forward Reads Reverse Reads

1L 8. yp—

de

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20

Sequence Base Sequence Base

Figura 18. Calidad de secuencias Forward y Reverse. Las gréficas corresponden a la calidad promedio
de las 28 muestras.

En la asignacién taxonémica se colocaron los gréaficos a nivel de phylum (Fig. 19),
donde se puede observar una gran dominancia por parte del phylum Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria (colocados de mayor a menor
abundancia).

A nivel de género (Fig. 20) se puede observar en los recuadros negros la
abundancia de microorganismos patégenos como Pseudomonas, Acinetobacter,
Stenotrophomonas, Haemophilus y Corynebacterium, en esas muestras, géneros
como Veillonella, Prevotella, Ralstonia, Fusobacterium y Rothia se ven disminuidos
o0 ausentes. Caso contrario con los recuadros rojos, donde el microorganismo
oportunista se encuentra en una menor proporcion, por lo tanto, hay mayor
abundancia de aquellos géneros previamente mencionados en el ndcleo de la

microbiota del pulmén.

Para identificar correctamente un patron de microorganismos (core) en los pacientes
con neumonia, se construyd una base de datos colocando el tipo de neumoniay los
microorganismos de interés en cada muestra (en el caso que estuvieran presentes
(1) o ausentes (0)): Acinetobacter, Prevotella, Veillonella, Fusobacterium, Rothia,

Ralstonia, Pseudomonas, Porphyromonas, Streptococcus, Staphylococcus vy
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Escherichia. Se hicieron filtros para neumonias adquiridas en la comunidad y
nosocomial. En 8 pacientes con neumonia nosocomial, donde la abundancia del
microorganismo patdgeno se ve disminuido o ausente, los microorganismos que
tenian en comun fueron Prevotella, Veillonella, Ralstonia, Fusobacterium y

Porphyromonas.
En pacientes con NAC no se encontr6 un patrén especifico de microorganismos, sin

embargo, cuando se selecciond un microorganismo patdégeno (por ejemplo,

Acinetobacter), se evidenci6 lo ya mencionado anteriormente con los recuadros de

la fig. 20
QO Q O
||‘ |l| i I
1 |\ - ~
8

B A -
Figura 19. Asignacién Taxondmica a nivel Phylum por QIIME2.
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k__Bacteria;p__Protecbacteria;.c__Betaproteobacteria:o__Neisseriales:f__Neisseriaceae:g__Neisseria
‘ k__Bacteria:;p__Proteobactenac__Betaproteobacteria:o__Burkhoideriales;f__Burkholderiaceae;g__Burkholderia
206 Bacteria:p__Firmicutes;c__Bacillio__Lactobacillales:f__Leuconostocaceae;g__Leuconostoc
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Mayor abundancia microorganismo patogeno
Menor abundancia microrganismo patégeno

Figura 20. Asignacién taxondmica a nivel Género por QIIME2. Los rectangulos negros hacen referencia a una mayor abundancia del microorganismo oportunista, los
rectdngulos rojos a una menor abundancia. Los rectdngulos no se colocaron en todas las muestras para que se pueda apreciar el patrén observado.
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En la tabla 10 se observa el resumen de lo obtenido por el laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Juarez México y Pemex Sur, asi como, lo asignado por
QIIME2. En esta tabla se coloco Unicamente el microorganismo que presenté la
mayor abundancia de cada muestra, en los casos donde no hubo concordancia con
lo reportado por Bacteriologia, se agregd aquel microorganismo que tuviera la
concordancia (Sombreado de gris) para resaltar que si se logré identificar por
secuenciacion.

Se realizé un analisis de diversidad beta para determinar la agrupacion de las
muestras en base a los microorganismos que comparten, a partir de las distancias
de Bray- Curtis y este se visualizé usando el PCoA en 3D (Fig. 21).

Las muestras fueron agrupadas en 5 grupos, de acuerdo al microorganismo que
comparten. En el primer grupo (circulo amarillo), 5 muestras (12, 85, 98,121y 147)
tienen en comun el género Pseudomonas. De acuerdo al porcentaje de abundancia
relativa de este género, entre mayor porcentaje presentado en la muestra, mas
cercania tendra con otra muestra similar. La muestra mas alejada presentd un
porcentaje de 14.1 y es del tipo adquirida en la comunidad, las restantes
corresponden al tipo nosocomial con >20% de abundancia.

El segundo grupo (circulo azul), contiene 4 muestras (10, 14, 156 y 157) tienen en
comun a los géneros Ralstonia y Stenotrophomonas. La muestra 157 (nosocomial)
y 10 (NAC) tuvieron un mayor porcentaje de abundancia del género Ralstonia. La
muestra 14 (nosocomial) también presentd Ralstonia pero con un menor porcentaje
de abundancia, sin embargo, se encuentra mas cercana a la muestra 156 porque
comparten a Stenotrophomonas como el género mas abundante.

El tercer grupo (circulo café), 2 muestras (57 y 66) tienen en comun a los géneros
Acinetobacter y Staphylococcus, ambas muestras son de tipo nosocomial y existe
una predominancia de estos dos géneros.

El cuarto grupo (circulo verde), pertenece soélo la muestra 108, al tener una alta
abundancia del género Escherichia con un porcentaje de 77.4.

El quinto grupo (circulo gris), con un niumero superior de muestras (1, 2, 3, 7, 8, 9,
11, 13, 16, 97, 100 y 110) se agruparon principalmente por la abundancia de los

géneros Prevotella y Veillonella, sin embargo, también se encontro la presencia de
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otros géneros: Rothia, Streptococcus, Fusobacterium y Porphyromonas. Dentro de

estas construcciones 10 corresponden al tipo nosocomial y 2 al NAC.
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Muestra

11

12

13

98
110

121

147
14

Bacteriologia

Streptococcus viridans
Enterobacter cloacae
S. viridans
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas fluorescens / putida
Enterobacter cloacae
Haemophilus parainfluenzaeBiotipo Il

Streptococcus viridans

Streptococcus viridans
Streptococcus pneumoniae

Pseudomonas aeuriginosa
Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa
Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa
Stenotrophomonas maltophilia

Género

%

Neumonia nosocomial

Prevotella
Streptococcus
Prevotella

Streptococcus
Prevotella

Haemophilus
Prevotella

Streptococcus
Leuconostoc
Veillonella

Streptococcus
Pseudomonas
Prevotella

Pseudomonas
Prevotella

Pseudomonadaceae
Corynebacterium
Pseudomonas
Pseudomonas
Stenotrophomonas

25.1

20

13.9

15.2

9.8
17.6

3.5
15.3
44.6

9.5
37.7
26.2

47.4
34.5

9.1
48.2
20
56.2
78.1

QIIME
Especie

Prevotella melaninogenica
Streptococcus infantis
Veillonella dispar
V. pdrvula
Streptococcus sobrinus

Prevotella pallens
P. nanceiensis
Haemophilus parainfluenzae
Prevotella melaninogenica
P. pallens
NA
NA
Veillonella parvula
V. dispar
NA
NA
Prevotella nanceiensis
P. melaninogenica
NA
Prevotella melaninogenica
P. nanceiensis
P. pallens
NA
NA
NA
NA
Stenotrophomonas geniculata

Confianza

0.99
0.84
0.99
0.99
0.99

0.99
0.99

0.99

0.99
0.99

0.78

0.99

0.78
0.99

0.97

0.78
0.77

OTUs

621

722

978

937

813
507

1031

736

908
1314

1130

1357
388
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16 Klebsiella pneumoniae Prevotella 24.8 Prevotella nanceiensis 0.99 1167
P. melaninogenica

57 Acinetobacter baumannii Staphylococcus 82.3 NA 0.97 305
Acinetobacter 17.7 Acinetobacter guillouiae 0.72

66 Acinetobacter baumannii Acinetobacter 47.8 Acinetobacter guillouiae 0.72 364

77 Acinetobacter baumannii Pseudomonas 35.9 NA 0.78 262

100 Acinetobacter baumannii Acinetobacter 30.2 Acinetobacter rhizospherae 0.99 301

101 Acinetobacter baumannii Acinetobacter 70.8 NA 0.99 240

157 Acinetobacter baumannii Mycoplasma 50.8 ' NA 0.99 317

Neumonia adquirida en comunidad

7 Streptococcus viridans Streptococcus 32 Streptococcus anginosus 0.99 738

10 Staphylococcus epidermidis Ralstonia 43 NA 0.99 674

85 Acinetobacter baumannii Pseudomonas 14.1 NA 0.78 397
Acinetobacter 32.2 NA

94 Escherichia coli Escherichia 51.5 Escherichia coli 0.96 204

97 Escherichia coli Prevotella 22.7 Prevotella melaninogenica 0.99 635

P. nigrescens

108 Escherichia coli Escherichia 77.4 Escherichia coli 0.97 833

156 Moraxella catarrhalis Stenotrophomonas 30.2 Stenotrophomonas geniculata | 0.77 749

160 Staphylococcus epidermidis Acinetobacter 56.2 Acinetobacter guillouiae 0.72 297

Tabla 10. Resumen de Asignacién Taxonémica por QIIME2 vs Bacteriologia de las 28 muestras. Las muestras se encuentran agrupadas por
tipo de neumonia: Neumonia nosocomial y Neumonia adquirida en la comunidad. Se detalla lo identificado por el laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Pemex Sur (muestra 1-16) y Hospital Juarez de México (muestra 57-160) y lo asignado por QIIME2 a nivel de
phylum con su respectivo porcentaje (basado al numero total de lecturas obtenido de cada muestra) y género con su nivel de confianza
asignado. En la ultima columna se colocaron el nimero de secuencias Unicas obtenidas por el algoritmo DADA2. Los microorganismos
colocados en la seccién de QIIME corresponden al de mayor abundancia en cada muestra. Aquellos sombreados de gris corresponden a
microorganismos que tienen la concordancia del reporte de Bacteriologia pero se encuentran en menor abundancia.
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Axis 2 (7.791 %)

Pseudomonas

AXiS T+13.65 %)

Axis 3 (6-369 %)

Figura 21. Gréfico tridimensional de andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia Bray-Curtis.
Los colores de cada muestra corresponden al microorganismo con mayor abundancia (a la derecha del PCoA)
Se hicieron subgrupos de las muestras (encerrados en 5 distintos grupos) de acuerdo al microorganismo que comparten.

Prevotella
Ralstonia
Acinetobacter
Escherichia
Veillonella
Pseudomonas

Conymebacterium

Stenotrophomonas

Leuconostoc
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Andlisis de la asignacién taxondmica determinada por QIIME2

Como se indico en la metodologia, se realizd un alineamiento de las secuencias
obtenidas por QIIME2, haciendo uso del programa BLAST para determinar el
porcentaje de identidad de cada una.

La identidad de las secuencias obtenidas por QIIME2 fue corroborada de acuerdo
a la posicién de las secuencias en el arbol filogenético (Fig. 22). La agrupaciéon
observada en el &rbol de las secuencias de QIIME2 y de las referencias utilizadas,
permitié confirmar los resultados arrojados en el programa BLAST; la posicion de
las secuencias de referencia y los valores de bootstrap generaron robustez al
andlisis.

Aquellas secuencias designadas por QIIME2 con un valor de confianza de 1 (valor
maximo) se puede afirmar la asignacion taxonémica por QIIME2, en este caso, se
utilizé la secuencia: QIIME Porphyromonas endodontalis.

Para las secuencias con un valor de confianza de 0.99: QIIME Acinetobacter spp.,
Haemophilus parainfluenzae, Rothia mucilaginosa, Staphylococcus spp.,
Stenotrophomonas spp., Streptococcus spp. y Streptococcus anginosus, se logré
confirmar la identidad de las secuencias. En el caso de Acinetobacter rhizosphaerae
(0.99), las secuencias de referencia con mayor similitud no corresponden a la
bacteria asignada por QIIME, por lo que en este caso sélo se quedaria a un nivel de
género: Acinetobacter spp.

La secuencia asignada como Escherichia coli con un nivel de confianza de 0.97 se
encuentra alejada de las deméas secuencias de referencia. Como lo menciona
(Janda & Abbott, 2007): Debido a la naturaleza altamente conservada del gen ARNr
16S, la resolucion de especies estrechamente relacionadas dentro de ciertos
taxones como Enterobacteriaceae, micobacterias de rapido crecimiento,
Acinetobacter baumannii A. complejo calcoacético, Achromobacter,
Stenotrophomonas y Actinomyces puede ser problematica, al igual que otros
taxones. Algunos de estos problemas estan relacionados con la nomenclatura
bacteriana y la taxonomia (Tabla 11).

La escasez de diferencias de secuencia entre especies estrechamente relacionadas

contribuye a la falta de poder filogenético y limita su aplicabilidad para la resolucion

63



taxonomica a una escala fina (Doonan et al., 2015).

Género Especies
Aeromonas A. veronii
Bacillus B. anthracis, B. cereus, B. globisporus, B. psychrophilus
Bordetella B. bronchiseptica, B. parapertussis, B. pertussis
Burkholderia B. cocovenenans, B. gladioli, B. pseudomallei, B. thailandensis
Campylobacter | Grupo No-jejuni-coli
Edwardsiella E. tarda, E. hoshinae, E. ictaluri
Enterobacter E. cloacae
Neisseria N. cinerea, N. meningitidis
Pseudomonas | P. fluorescens, P. jessenii
Streptococcus | S. mitis, S. oralis, S. pneumonia

Tabla 11. Ejemplos de géneros y especies bacterianas con problemas de identificacién que utilizan
la secuenciacion del gen ARNr 16S (Janda & Abbott, 2007).

Con lo mencionado anteriormente, es necesario verificar las secuencias de interés,

sobre todo si se hace referencia a un nivel de especie o aquellas taxones que tienen

la problemética para hacer la asignacion taxonémica mas precisa.
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QIME Strep
100 NR 117426.1 Str i strain SK52

100 NR 118318.1 Strep I bsp. pharyngis strain SK1060
NR 042777.1 Streptococcus vestibularis strain ATCC 49124
100 QIIME Strep : .
100 :NR 118248.1 Streptococcus salivarius strain ATCC 7073 Firmicutes
NR 1139571 Staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911
NR 118997.2 Staphylococcus aureus strain ATCC 12600

31 100 NR 118248.1 Staphyi Je is strain SEQ110
QIIME Staphyl
NR 136463.1 Staphylococcus petrasi subsp. pragensis strain CCM 8529

S6

a3

91 100

91

100

Figura 22. Arbol filogenético elaborado por Neighbor-Joining de las secuencias asignadas por QIIME2 y bacterias de referencia obtenidas en la base de datos del NCBI.
En las ramas se muestran los valores del analisis bootstrap mayores a 80. Se agruparon las bacterias de acuerdo al Phylum que pertenecen.
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Se realizo la correlacion de aquellos microorganismos observados por PCR punto
final y secuenciacion a nivel de especie (Fig. 23), obteniéndose un analisis mas fino
con PCR punto final, esto debido al uso de primers especificos para cada bacteria.
En el caso de E. coli, se logré identificar a la bacteria en mayor numero de muestras
por secuenciacion pero con un nivel de confianza de 0.96, sin embargo, con el
andlisis previo, utilizando BLAST y el arbol filogenético con las secuencias de
referencia, para determinados taxones es dificil hacer la correcta asignacion usando
el gen ARNr 16S. Con esta gréafica se resume el poder de resolucion que poseen
los primers especificos para la bacteria, con la secuenciacion solo fue posible
asignar a un nivel de género (con sus excepciones). La ventaja que poseen las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion es el poder determinar bacterias
no cultivables que pueden jugar un papel importante en la microbiota de un nicho

especifico, en este caso del pulmén y en la enfermedad como la neumonia.

PCR vs Secuenciacion
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M Secuenciacion

Acinetobacter
baumannii
Moraxella
catarrhalis
Pseudomonas
geuriginosa

Escherichia coli
Stophylococcus
epidermidis

MICROORGANISMO

Figura 23. Correlacion entre PCR punto final vs Secuenciacion. Los rectangulos azules
corresponden a la PCR punto final y de naranja a la Secuenciacién.
Comparando ambas metodologias (secuenciacién y bacteriologia) (Fig. 24), se
colocaron los géneros de mayor importancia. Se utilizé el nivel de género, debido a
que los reportes de microbioma con el gen ARNr 16S, son a nivel phylum y género.
En este proyecto algunas secuencias si fueron posible asignarlas a nivel de especie

pero se debe verificar el nivel de confianza y si no hay problemas de asignacion
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como se menciono en la parte “Andlisis de la asignacion taxonémica por QIIME2”,
por lo tanto, para comparar con otros grupos de trabajo solo se incluird a nivel de
género.
Se puede observar en la figura 24 que los géneros Acinetobacter, Escherichia,
Haemophilus, Staphylococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas y Streptococcus
fue posible identificarlos en mayor numero de muestras por secuenciacion. En el
caso de Enterobacter, Klebsiella y Moraxella, fue posible obtener la identificacion
s6lo por bacteriologia.
En muestras que se lograron identificar ciertas bacterias por secuenciacion y
negativo por bacteriologia, se pueden formular las siguientes posibles causas:

¢ Mala asignacion taxonémica por QIIME2

e Cultivo inadecuado

¢ No se selecciond la colonia de ciertas bacterias para identificarla por métodos

bioguimicos.

En muestras que se lograron identificar ciertas bacterias por bacteriologia y negativo

por secuenciacion, se pueden formular las siguientes posibles causas:

e Baja profundidad en la secuenciacion

e Contaminacion de cultivo
Con lo mencionado anteriormente, es posible que los géneros que no se

identificaron por secuenciacion: Enterobacter, Klebsiella y Moraxella, haya sido por

el problema de la baja profundidad presentado en todas las muestras.
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Secuenciacion vs Bacteriologia

%)
<
o
—
7
]
=)
p=
w
(=]
o]
-

M Secuenciacion

M Bacteriologia

MICROORGANISMO

Figura 24. Secuenciacién vs Bacteriologia. Los rectangulos azules corresponden a Secuenciacion y
de naranja a la Bacteriologia.

Debido a la diferencia en las metedologias por parte de los laboratorios de
Bacteriologia del Hospital Juarez de México y Pemex Sur, se hicieron
comparaciones vs secuenciacion para ver si existe alguna diferencia.

Analizando los resultados de secuencias vs la Bacteriologia del HIM (Fig. 25) de
los 10 géneros analizados, 7 géneros (Acinetobacter, Escherichia, Haemophilus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas y Streptococcus) fue posible
identificarlos en un mayor nimero de muestras por secuenciacion. Moraxella fue el

anico género que sélo fue identificado por Bacteriologia.
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Secuenciacion vs Bacteriologia
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Figura 25. Secuenciacidn vs Bacteriologia Hospital Judrez de México. Los rectangulos azules
corresponden a Secuenciacién y de naranja a la Bacteriologia.
Comparando los resultados de secuenciacion vs la Bacteriologia de Pemex Sur (Fig
26) de los 10 géneros analizados, s6lo 4 géneros (Acinetobacter, Escherichia,
Haemophilus y Streptococcus) se identificaron en un mayor numero de muestras

por secuenciacion.

Con lo mencionado anteriormente se confirma que la metodologia de Bacteriologia
Pemex Sur es mas fina comparado con el HIM. Pemex Sur reporté mas de una
bacteria en la base de datos por muestra e incluso coloc6 hongos. HIM sélo reporté
una bacteria y es probable que la seleccion de la colonia haya sido por mayor

abundancia para identificarla por el equipo BD Phoenix.

Con lo anterior, se resume que es necesario obtener una adecuada profundidad en
la secuenciacion y lograr identificar incluso aquellas bacterias que se encuentren en
un porcentaje de abundancia bajo. Por otra parte, es necesario tener un control
estricto y extenso por parte de Bacteriologia para evitar falsos positivos (Positivo
Secuenciacion y negativo Bacteriologia) o contaminaciones de cultivos y evitar

falsos negativos (Negativo Secuenciacion y positivo Bacteriologia).

Para poder elaborar un protocolo de secuenciacion y llevarlo a la clinica, el primer
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paso fundamental es demostrar que se obtiene lo mismo por secuenciacion y
bacteriologia, evitando los falsos mencionados previamente. El nUmero de muestras
debe ser representativo para poder demostrar que la secuenciacion es un método
de diagndstico en este tipo de patologia. En este trabajo, el nUmero de muestras
(28) fue muy bajo, por lo que, solo se enfocé a la caracterizacion del microbioma en
pacientes con Neumonia nosocomial y NAC, sin realizar correlaciones con el
historial clinico. Este trabajo es el primero estudio de secuenciacion analizando el

gen ARNr 16S en pacientes mexicanos con neumonia.

Secuenciacion vs Bacteriologia
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Rl m Bacteriologia
(SJ

Microorganismo

Figura 26. Secuenciacién vs Bacteriologia Pemex Sur. Los rectangulos azules corresponden a
Secuenciacién y de naranja a la Bacteriologia.
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Validacion con PCR punto final

De acuerdo a la metodologia, esta validacion se realizé para la identificacion de
ciertos patdogenos bacterianos clave en infecciones del tracto respiratorio bajo y
confirmar lo reportado por el laboratorio de bacteriologia de los hospitales en la
mayoria de las muestras.

En la tabla 12 se resume las secuencias de primers utilizadas para la identificacion

de los patégenos bacterianos en LRT.

Organismo Gen diana Secuencia primer Tamario Referencia
(5°---37) producto (pb)
Escherichia B-Glucoronidasa (uidA) TTCGCCGATGCAGATATTCG 480 (J. W.Lietal., 2004)
coli AACGCTGACATCACCATTGG
Acinetobacter B-lactamasa tipo OXA- TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 (Turton et al., 2006)
baumanii 51 TGGATTGCACTTCATCTTGG
(blaOXA-51-like) (Chen et al., 2007)
Regién espaciadora
intergénica CATTATCACGGTAATTAGTG 208
(Ab-ITS) AGAGCACTGTGCACTTAAG
Moraxella Proteina de membrana CGTGTTGACCG GACTTT Modificado de
catarrhalis externa TAGATTAGGTTACCGCTGACG 125 (Gadsby et al., 2015)
(copB)
Pseudomonas Subunidad B
aeuriginosa ADN girasa CCTGACCATCCGTCGCCACAAC 222 (Gadsby et al., 2015)
(gyrB) CGCAGCAGGATGCCGACGCC
Staphylococcus Region cromosomal (Martineau, Picard,
epidermidis especifica ATCAAAAAGTTGGCGAACC CA 124 Roy, Ouellette, &
(Se) CAAAAGAGCGTGGAGAAAAGTATCA Bergeron, 1998)

Tabla 12. Secuencias y genes diana para la identificacidn de patégenos bacterianos por PCR punto
final.

Para la identificacion de Escherichia coli, se realiz6 la amplificacion del gen -
Glucoronidasa (uidA) con un tamafio de 480 pb, para visualizar si se amplifico el
gen, se hizo una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 27
bandas integras a un peso molecular aproximado de 500 pb. Los primeros 5 carriles
corresponden a un gradiente de concentracibon de ADN total de la cepa
proporcionada para analizar hasta que concentracion se puede observar el producto

de PCR, en este caso a cualquier concentracion de ADN de E. coli (25-200 ng) fue
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posible observar el producto. De las muestras, solo la 94 y 108 se lograron observar
las bandas al tamafio esperado. Es posible que la muestra 97 tenga una menor
concentracion de E. coli, por lo que, es imposible detectar la banda por PCR punto
final, se tendria que realizar qPCR, la cual es una técnica con mayor sensibilidad.
Se utiliz6 ADN de P. aeuriginosa para comprobar la especificidad de los primers.
Estos primers pueden detectar Shigella spp. y Salmonella spp. como lo menciona
(J. W. Li et al., 2004), este es un problema que se ha tenido para la identificacién de
las enterobacterias, sin embargo, fue posible determinar la especificidad porque no

hubo una banda correspondiente a P. aeuriginosa.

P.
aeuriginosa

PM 200ng 150ng 100ng 50ng 25ng 94 s

1000 pb '

2 ——
500 pb [ IR et

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 27. Amplificacién del gen B-Glucoronidasa (uidA) para la identificacién de Escherichia coli. Gel
de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular (100 pb,
Thermo Scientific), Gradiente de concentracién de cepa E. coli: 200, 150, 100, 50 y 25 ng. Muestras:
94, 97 y 108 (concentraciéon 200 ng ADN total). Control negativo con H,O BM y Control con P.
aeuriginosa.

Para la identificacién de Acinetobacter baumannii, se realiz6 la amplificacion de dos
regiones: B-lactamasa tipo OXA-51 (blaOXA-51-like) con un tamafio de 353 pby la
Region espaciadora intergénica (Ab-ITS) con un tamafio de 208 pb, para visualizar
si amplificaron las regiones, se hizo una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se
observa en la figura 28 bandas integras a un peso molecular aproximado de 350 pb
(blaOXA-51-like) y 200 pb (Ab-ITS). Los primeros 5 carriles en ambas regiones
corresponden a un gradiente de concentracibn de ADN total de la cepa
proporcionada para analizar hasta que concentracion se puede observar el producto
de PCR, en este caso a cualquier concentracion de ADN de A. baumanni (10-75 ng)

fue posible observar el producto. En la amplificacion de las region blaOXA-51-like
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s6lo no fue posible observarse la banda esperada en la muestra 100. En la
amplificacion de la region Ab-ITS, la muestra 100 y 157 no presentaron las bandas
correspondientes de 208 pb. Es posible que la muestra 100 tenga una menor
concentracion de A. baumanni, por lo que, es imposible detectar la banda por PCR
punto final, se tendria que realizar gPCR, la cual es una técnica con mayor
sensibilidad. Se utiliz6 ADN de M. catarrhalis para comprobar la especificidad de los
primers.

Se concluye con este experimento que los primers de la region blaOXA-51-like son
mas sensibles que Ab-ITS, ya que permitio detectar la muestra 157, que
posiblemente tiene una menor concentracién de A. baumannii por la intensidad de
la banda.

PM 75ng 50ng 25ng 10ng 57 66 77 85 100 101 157 - M.

catarrhalis

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

blaOXA-51-like
(353 pb)

M.

PM 75ng  50ng 25ng 10ng catarrhalis

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Ab-ITS
(208 pb)

Figura 28. Amplificacion de las regiones B-lactamasa tipo OXA-51 (blaOXA-51-like) y Region
espaciadora intergénica (Ab-ITS) para la identificacidon de Acinetobacter baumannii. Gel de agarosa
2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso molecular (100 pb, Thermo
Scientific), Gradiente de concentracion de cepa A. baumannii: 75, 50, 25 y 10 ng. Muestras: 57, 66,
77,85, 100, 101y 157 (concentracion 200 ng ADN total). Control negativo con H,O BM y Control con
M. catarrhalis.

Para la identificacion de Moraxella catarrhalis, se realiz6 la amplificacion del gen de
proteina de membrana externa (copB) con un tamafio de 125 pb, se hizo una
electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 29 bandas integras

tenues a un peso molecular aproximado de 125 pb. Los primeros 5 carriles
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corresponden a un gradiente de concentracion de ADN total de la cepa
proporcionada para analizar hasta que concentracion se puede observar el producto
de PCR, en este caso a cualquier concentracion de ADN de M. catarrhalis (25-200
ng) fue posible observar el producto. La Unica muestra (156) no fue posible observar
la banda esperada de 125 pb, es posible que la muestra tenga una menor
concentracion de M. catarrhalis, por lo que, es imposible detectar la banda por PCR
punto final, se tendria que realizar qPCR, la cual es una técnica con mayor
sensibilidad. Se utiliz6 ADN de E. coli para comprobar la especificidad de los

primers.

PM 200ng 150ng 100ng 50ng 25ng 156

1000 pb

Figura 29. Amplificacién del gen Proteina de membrana externa (copB) para la identificacién de M.
catarrhalis. Gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso
molecular (100 pb, Thermo Scientific), Gradiente de concentracion de cepa M. catarrhalis: 200, 150,
100, 50 y 25 ng. Muestra: 156 (concentracion 200 ng ADN total). Control negativo con H,O BM y
Control con E. coli.

Para la identificacion de Pseudomonas aeuriginosa, se realizé la amplificacion del
gen de la subunidad B de la ADN girasa (gyrB) con un tamafo de 222 pb, se hizo
una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 30 bandas integras
de un peso molecular aproximado de 200 pb. Los primeros 5 carriles corresponden
a un gradiente de concentracibn de ADN total de la cepa proporcionada para
analizar hasta que concentracion se puede observar el producto de PCR, en este
caso a cualquier concentracion de ADN de P. aeuriginosa (25-200 ng) fue posible
observar el producto. En todas las muestras fue posible observar la banda esperada

a 222 pb. Se utilizé6 ADN de E. coli para comprobar la especificidad de los primers.
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Figura 30. Amplificacion del gen subunidad B ADN girasa (gyrB) para la identificacion de P.
aeuriginosa. Gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso
molecular (100 pb, Thermo Scientific), Gradiente de concentracidn de cepa P. aeuriginosa: 200, 150,
100, 50 y 25 ng. Muestras: 12, 13, 98, 110, 121 y 147 (concentracién 200 ng ADN total). Control
negativo con H,O BM y Control con E. coli.

Para la identificacién de Staphylococcus epidermidis, se realizé la amplificacion de
la region cromosomal especifica (Se)) con un tamafio de 124 pb, se hizo una
electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 31 bandas integras
tenues de un peso molecular aproximado de 125 pb. Los primeros 4 carriles
corresponden a un gradiente de concentracion de ADN total de la cepa
proporcionada para analizar hasta que concentracion se puede observar el producto
de PCR, en este caso a cualquier concentracion de ADN de S. epidermidis (25-100
ng) fue posible observar el producto. Las muestras 8, 10 y 160 no fue posible
observar la banda esperada de 124 pb, es posible que las muestras tengan una
menor concentracion de S. epidermidis, por lo que, es imposible detectar la banda
por PCR punto final, se tendria que realizar gPCR, la cual es una técnica con mayor
sensibilidad. Se utiliz6 ADN de E. coli para comprobar la especificidad de los

primers.
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Figura 31. Amplificacion de la regidon cromosomal especifica (Se) para la identificacién de S.
epidermidis. Gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA gel stain, 90 V. (PM) Marcador de peso
molecular (100 pb, Thermo Scientific), Carril 1-4 gradiente de concentracion de S. epidermidis: 100,
75, 50, 25 ng. Carril 5: Muestra 8, Carril 6: Muestra 10, Carril 7: Muestra 160, Carril 8: Sin muestra,
Carril 9: Control E. coli, Carril 10: Control negativo con H,0 BM.

En latabla 13 se resume lo obtenido por PCR punto final en determinadas muestras.

Muestra Bacteriologia PCR QIIME

Neumonia nosocomial

1 Streptococcus viridans Prevotella
Enterobacter cloacae Streptococcus
2 S. viridans Prevotella

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas fluorescens / putida

Enterobacter cloacae Streptococcus
3 Haemophilus parainfluenzaeBiotipo Prevotella
1 ,
Haemophilus
8 Streptococcus viridans Prevotella
Streptococcus
9 Streptococcus viridans Leuconostoc
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10

11

12

13

98

110

121

147

14

16

57

66

77

100

101

157

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus pneumoniae

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Stenotrophomonas maltophilia
Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Negativo para S.

epidermidis

Positivo para P.
aeuriginosa

Positivo para P.
aeuriginosa

Positivo para P.
aeuriginosa

Positivo para P.

aeuriginosa

Positivo para P.
aeuriginosa

Positivo para P.
aeuriginosa

Positivo para A.
baumannii

Positivo para A.
baumannii

Positivo para A.
baumannii

Negativo para A.

baumannii

Positivo para A.
baumannii

Positivo para A.
baumannii

Neumonia adquirida en la comunidad

Streptococcus viridans

Ralstonia

Veillonella
Streptococcus

Pseudomonas

Prevotella

Pseudomonas

Prevotella

Pseudomonadaceae

Corynebacterium
Pseudomonas

Pseudomonas

Stenotrophomonas
Prevotella

Staphylococcus

Acinetobacter

Pseudomonas

Acinetobacter

Acinetobacter

Mycoplasma

Streptococcus
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85 Acinetobacter baumannii Positivo para A. Pseudomonas

baumannii .
Acinetobacter
94 Escherichia coli Positivo para E. coli Escherichia
97 Escherichia coli Negativo para E. coli Prevotella
108 Escherichia coli Positivo para E. coli Escherichia
156 Moraxella catarrhalis Negativo para M. Stenotrophomonas
catarrhalis
160 Staphylococcus epidermidis Negativo para S. Acinetobacter
epidermidis

Tabla 13. Resumen para la identificacion de patdgenos bacterianos por PCR punto final. Los
microorganismos colocados en la seccidn de QIIME corresponden al de mayor abundancia en cada
muestra. Aquellos sombreados de gris corresponden a microorganismos que tienen la concordancia
del reporte de Bacteriologia pero se encuentran en menor abundancia.

CONCLUSIONES

Es posible extraer ADN de calidad suficiente, a partir de esputo, para identificar la
presencia de bacterias en un proceso infeccioso del tracto respiratorio bajo por

secuenciacion del gen ARNr 16S.

Se logré identificar un patrén de microorganismos en pacientes con neumonia

nosocomial: Prevotella, Veillonella, Ralstonia, Fusobacterium y Porphyromonas.

Este estudio aporta conocimiento nuevo en el microbioma respiratorio bajo en
pacientes con neumonia, siendo el primero en México para la caracterizacion

mediante el uso de tecnologias NGS.

PERSPECTIVAS

e Aumentar el nimero de pacientes para lograr realizar las asociaciones con
el historial clinico y utilizando una mayor profundidad de secuenciacion para

lograr identificar microorganismos que no fueron posibles detectar.
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e Realizar un estudio longitudinal para analizar las diferencias en la microbiota
durante la neumonia (sin medicacion), durante el tratamiento de la infeccion
y al lograr un estado saludable.

e A partir del ADN total que se obtuvo de las muestras de expectoracion,
realizar un estudio de secuenciacion por shutgun y determinar que
microorganismos se encuentran presentes (bacterias, hongos, virus), asi

como los genes de virulencia presentes.
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ANEXOS TECNICOS
Anexo 1. Obtencién de ADN total por el método de kit comercial QIAmp®
UCP Pathogen

Se realizo la extraccion de ADN total de cada una de las muestras, utilizando
QIAmp® UCP Pathogen Mini kit de QIAGEN. A continuacién se describe la
metodologia proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y reactivos estan
incluidos en el Kit.

1. Antes de empezar la extraccion, agregar 100 uL de reactivo DX a 15 mL de
Buffer ATL. Si se necesitan cantidades mas pequefias, transferir 1.5 mL de
Buffer ATL a un tubo estéril de 2 mL y agregar 10 pL de reactivo DX. Mezclar
bien después de agregar el reactivo DX. Después de la preparacion la mezcla
es estable por 6 meses a temperatura ambiente (15-25 °C).

2. Agregar 1 mL de la expectoracion al tubo “Pathogen Lysis” y centrifugar el
tubo por 5 min a maxima velocidad (>14 000 x g).
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3. Remover y descartar el sobrenadante. Si es necesario, repetir paso 2 y 3.
Usar la pipeta para remover el sobrenadante, siendo cuidadoso para no
remover ninguna perla de vidrio.

4. Adicionar 500 pL del Buffer ATL (que contiene el reactivo DX) y resuspender
el pellet.

5. Dar vortex al tubo Pathogen Lysis por 10 min a maxima velocidad.

6. Centrifugar el tubo por 5 sa 8 000 x g para remover gotas dentro de la tapa.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo de colecta limpio, cuidando de no
contaminar con el pellet. Agregar 900 uL de solucién “MD3” al sobrenadante
y mezclar en vortex por 5 segundos. (La solucion MD3 permite la union de

ADN genomico a la membrana del filtro).

8. Cuidadosamente transferir 400 pL de sobrenadante del tubo Pathogen Lysis
en un tubo limpio de 2 mL sin remover ninguna perla de vidrio.

9. Adicionar 40 pL de Proteinasa K y mezclar la muestra en vortex por 10 s.

10.Incubar la muestra a 56°C por 10 min.

11.Agregar 200 yL de Buffer APL2 a la muestra. Mezclar por pulso-vortex 30 s.

12.Incubar a 70°C por 10 min.

13.Girar brevemente el tubo para remover gotas dentro de la tapa.

14. Agregar 300 pL de etanol al lisado. Mezclar por pulso-vortex 15-30 s.

15. Cuidadosamente aplicar 600 pL de la mezcla del paso 14 a la columna
“QlAamp UCP Mini spin” (en un tubo de colecta de 2 mL) sin humedecer el
borde. Centrifugar a 6 000 x g (8 000 rpm) por un 1 min. Colocar la columna
en un tubo nuevo de colecta de 2 mL y desechar el tubo que contiene el
filtrado.

16. Repetir el paso 15, aplicando la mezcla restante del paso 14 a la columna.

17.Cuidadosamente abrir la columna y agregar 600 pL Buffer APW1 sin
humedecer el borde. Centrifugar a 6 000 x g (8 000 rpm) por un 1 min. Colocar

la columna en un tubo nuevo de colecta de 2 mL y desechar el tubo que
contiene el filtrado.
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18.Cuidadosamente abrir la columna y agregar 750 pL Buffer APW2 sin
humedecer el borde. Centrifugar a maxima velocidad (20 000 x g; 14 000
rpm) por un 3 min.

19.Recomendado: Colocar la columna en un tubo nuevo de colecta de 2 mL y
descargar y desechar el viejo tubo de coleccion con el filtrado. Centrifugar a
maxima velocidad por 1 min.

20.Colocar la columna en un tubo nuevo de colecta de 2 mL. Abrir la tapa e
incubar a 56°C por 3 min para secar completamente la membrana. Colocar
la columna en un tubo de elucién nuevo de 1.5 mL y desechar el tubo de
colecta.

21.Cuidadosamente aplicar 30 yuL de Buffer AVE al centro de la membrana.
Cerrar la tapa e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto y centrifugar a
maxima velocidad por 1 min para eluir el ADN.

22.Repetir el paso anterior en el mismo tubo de elucién.

23.Desechar columna, cuantificar por NanoDrop y almacenar el ADN a -20°C.

La integridad del ADN se analizd por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, 100
V, en solucion buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizé el marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.

Anexo 2. Amplificacion de ADNr 16S por PCR punto final

El ADN extraido para cada muestra fue utilizado como templado para la
amplificacion por PCR de sus respectivos ADNr 16S. Para la amplificacion del ADNr
16S se utilizé “Platinum PCR Super Mix High Fidelity” (Invitrogen) y los primers para
las regiones V3-V4 (en negrita) junto con su adaptador especifico de llumina: 341F
(5-TCGTCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC
WGC AG - 3) y 805R (5- GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG
ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C-3"). La mezcla de reaccion se presenta

en la siguiente tabla.

Mezcla de reaccion y condiciones utilizadas para la amplificacion del ADNr 16S
| Mezcla de reaccién (X1) | Condiciones de reaccién |
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Temperatura Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
(C)
Platinum Mix 22.5 uL 95 3 1/desnaturalizaciéon
inicial
Primer 341F 0.625 L 95 30s
(0.25uM) 25 [/ amplificacién
Primer 805R 0.625 L 55 30s
(0.25uM)
Templado (ADN |  ----- 72 30s
total: 200 ng/uL)
25 pL 72 5 1/extension final

Al hacer la Master Mix de todas las muestras a amplificar, ajustar la cantidad de Mix (Platinum +
Primer Fw y Rv) para el ADN que se requiera y tener un volumen final de 25 pL.

La integridad del producto de PCR se analizd por electroforesis en gel de agarosa
al 2 %, 100 V, en solucién buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizé el marcador

de peso molecular 100 bp DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.
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Anexo 3. Purificacion del producto de PCR

Para eliminar residuos de la reaccidon de amplificacion se empled el kit de
purificacion ChargeSwitch® PCR Clean-Up Kit, Invitrogen. A continuacién se
describe la metodologia proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y
reactivos estan incluidos en el kit.

Unién del ADN

1.

Dar vortex al tubo que contiene las perlas magnéticas para resuspender y
distribuirlas uniformemente.

Transferir 25-50 pL producto de PCR a tubos estériles de microcentrifuga de
1.5 mL.

Agregar 25 pL (para 25 pyL de producto de PCR) o 50 pL (para 50 uL de
producto de PCR) de “Purification Buffer (N5)” al tubo.

Agregar 10 pL de perlas magnéticas al tubo y pipetear arriba y abajo
gentilmente para mezclar sin formar burbujas.

Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

Colocar las muestras en la estacion base MagnaRack™ por 1 minuto o hasta
que las perlas formen un pellet compacto.

Sin remover el tubo del MagnaRack™, cuidadosamente remover y descartar
el sobrenadante sin alterar el pellet de perlas inclinando la pipeta tal que la
punta esta apuntando lejos del pellet.

Lavado de ADN

8.

9.

Remover el tubo que contiene el pellet de perlas del MagnaRack™.

Agregar 150 puL de “Wash Buffer (W12)” al tubo y pipetear arriba y abajo
gentilmente para mezclar sin formar burbujas.

10. Colocar las muestras en la estacion base MagnaRack™ por 1 minuto o hasta

que las perlas formen un pellet compacto.

11.Sin remover el tubo del MagnaRack™, cuidadosamente remover y descartar

el sobrenadante sin alterar el pellet de perlas inclinando la pipeta tal que la
punta estd apuntando lejos del pellet.

12.Repetir pasos 8-11 una vez
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Elucién de ADN
13.Remover el tubo que contiene el pellet de perlas del MagnaRack™.

14.Agregar 25-50 pyL “Elution Buffer (E5; 10 mM Tris-HCI, pH 8.5)” al tubo y
pipetear arriba y abajo gentilmente para mezclar sin formar burbujas.

15. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

16.Colocar las muestras en la estacion base MagnaRack™ por 1 minuto o hasta
gue las perlas formen un pellet compacto.

17.Sin remover el tubo del MagnaRack™, cuidadosamente transferir el
sobrenadante que contiene el producto de PCR purificado a un tubo estéril
de microcentrifuga sin alterar el pellet de perlas.

18. Almacenar el producto de PCR purificado a -20°C
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Anexo 4. INDEX PCR

Este paso une los indices duales y los adaptadores de secuenciacion de lllumina.
Una vez purificado el producto de PCR, realizar como indica la siguiente tabla la

mezcla de la reaccion y las condiciones indicadas.

Mezcla de reaccion y condiciones utilizadas para el INDEX PCR

Mezcla de reaccion (X1) Condiciones de reaccion
Temperatura Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
(¢C)
Platinum Mix 35 uL 95 3 1/desnaturalizaciéon
inicial
indice Primer 1 5 L 95 30s
(N7XX) 8 / amplificacién
indice Primer 2 5puL 55 30s
(S5XX)
Producto PCR 5 uL 72 30s
purificado
50 pL 72 5 1/extension final

Pipetear arriba y abajo gentilmente para mezclar correctamente y evitar la formacion de burbujas.
Centrifugar la placa a 1,000 x g a 20°C por 1 min.

Al término de la PCR, repetir el anexo 3 para purificar el producto de PCR.

La integridad del producto de PCR purificado se analiz6 por electroforesis en gel de
agarosa al 2 %, 100 V, en solucion buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizd el
marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.
Cuantificar los productos de PCR por Qubit y verificar el tamafio de la biblioteca,
usando el TapeStation.

Seguir el manual: Preparacion de la biblioteca de secuenciacién metagenémica de
lllumina para la Normalizacion, agrupamiento de la biblioteca, desnaturalizacién y

cargado de la muestra en el cartucho Miseq (500 ciclos, lecturas 2 x 250).
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Anexo 5. Amplificacion de Patdégenos del LRT por PCR punto final

IDENTIFICACION Escherichia coli: B-glucorinidasa (uidA)

Mezcla de reaccién (X1)

Condiciones de reaccion

Temperatura | Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
(W)
Master Mix 12.5 uL 94 3 1/desnaturalizacion
inicial
uidA F(0.25 pM) *0.625 94 45 s
pL 30 / amplificacion
uidA R(0.25 M) *0.625 55 45s
pL
Templado (ADN |  ----- 72 1
total: 50 ng/pL)
Agua grado BM c.b.p. 25 72 10 1/extension final
pL
Volumen final 25 uL

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solucién stock (10 uM) para obtener

la concentracion final de 0.25 pM

IDENTIFICACION Acinetobacter baumanii: B-lactamasa tipo OXA-51 (blaOXA-51-like)

Mezcla de reaccién (X1)

Condiciones de reaccion

Temperatura | Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
()
Master Mix 125 uL 94 3 1/desnaturalizacion
inicial
blaOXA-51-like F *0.625 94 45s
(0.25 uMm) uL
blaOXA-51-like R *0.625 57 45 s 30 / amplificacion
(0.25 pM) pL
Templado (ADN |  ----- 72 1
total: 50 ng/pL)
Agua grado BM c.b.p. 25 72 5 1/extension final
pL
Volumen final 25 uL

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solucién stock (10 uM) para obtener

la concentracion final de 0.25 pM
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IDENTIFICACION Acinetobacter baumanii: Region espaciadora intergénica (Ab-ITS)

Mezcla de reaccion (X1)

Condiciones de reaccion

Temperatura | Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
()
Master Mix 125 uL 94 5 1/desnaturalizacion
inicial
Ab-ITS F *0.625 94 30s
(0.25 uM) pL
Ab-ITSR *0.625 55 30s 30 / amplificacion
(0.25 uMm) pL
Templado (ADN |  ----- 72 30s
total: 50 ng/uL)
Agua grado BM c.b.p. 25 72 10 1/extension final
pL
Volumen final 25 L

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solucién stock (10 uM) para obtener

la concentracion final de 0.25 uM

IDENTIFICACION Moraxella catarrhalis: Proteina de membrana externa (copB)

Mezcla de reaccion (X1)

Condiciones de reaccion

Temperatura | Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
)
Master Mix 12.5 uL 94 3 1/desnaturalizacion
inicial
copB F (0.25 uM) *0.625 94 45 s
pL
copB R (0.25 pM) *0.625 60 45 s 30 / amplificacion
pL
Templado (ADN |  --—-- 72 45s
total: 50 ng/pL)
Agua grado BM c.b.p. 25 72 5 1/extension final
pL
Volumen final 25 uL

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solucién stock (10 uM) para obtener

la concentracion final de 0.25 pM
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IDENTIFICACION Pseudomonas aeuriginosa : ADN girasa subunidad B (gyrB)

Mezcla de reaccion (X1)

Condiciones de reaccion

Temperatura | Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
()
Master Mix 125 uL 94 3 1/desnaturalizaciéon
inicial
gyrB F (0.25 uM) *0.625 94 45s
pL
gyrB R (0.25 uM) *0.625 63 45 s 35 / amplificacion
pL
Templado (ADN |  ----- 72 1
total: 50 ng/uL)
Agua grado BM c.b.p. 25 72 5 1/extension final
pL
Volumen final 25 L

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solucién stock (10 uM) para obtener

la concentracion final de 0.25 uM

IDENTIFICACION Staphylococcus epidermidis: Region cromosomal especifica

Mezcla de reaccion (X1)

Condiciones de reaccion

Temperatura | Tiempo (min) | No. Ciclos / etapa
()
Master Mix 12.5 uL 92 3 1/desnaturalizacion
inicial

Se F (0.25 uM) *0.625 92 1
pL

Se R (0.25 uM) *0.625 56 1 30 / amplificacion
pL

Templado (ADN |  --—-- 72 1

total: 50 ng/pL)

Agua grado BM c.b.p. 25 72 3 1/extension final
pL

Volumen final 25 uL

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solucién stock (10 uM) para obtener

la concentracion final de 0.25 pM
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Muestra
1

10

Familia
Prevotellaceae
Micrococcaceae

Streptococcaceae

Porphyromonadaceae

Veillonellaceae

Streptococcaceae
Prevotellaceae

Porphyromonadaceae

Prevotellaceae

Veillonellaceae
Neisseriaceae
Pasteurellaceae
Streptococcaceae
Oxalobacteraceae
Veillonellaceae

Micrococcaceae
Prevotellaceae

Actinomycetaceae
Veillonellaceae
Oxalobacteraceae
Leuconostocaceae
Bacteroidaceae
Micrococcaceae

Fusobacteriaceae
Oxalobacteraceae

Pseudomonadaceae

Lactobacillaceae
Veillonellaceae

%
25.1
20.8
15.5
111

20

13.9
13.7
12.5
15.2

15.1
13.3
12
38.3
12.9
10.6

7.3
17.6

13
12.4
9.3
15.3
14.5
13.5

12.7
43
13.7
12.2
9.8

Género
Prevotella
Rothia
Streptococcus
Porphyromonas
Veillonella

Streptococcus
Prevotella
Porphyromonas
Prevotella

Veillonella
Neisseria
Haemophilus
Streptococcus
Ralstonia
Veillonella

Rothia
Prevotella

Actinomyces
Veillonella
Ralstonia
Leuconostoc
Bacteroides
Rothia

Fusobacterium
Ralstonia
Pseudomonas
Lactobacillus
Veillonella

%
25.1
20.8
14.9
111

13.9
13.7
12.5
15.2

15.1
11.8
9.8
32
12.9
9.6

7.3
17.6

13
12.4
9.3
15.3
14.5
13.5

12.7
43
6.1

12.2
9.8

Especie
Prevotella melaninogenica
Rothia mucilaginosa
Streptococcus infantis
NA
Veillonella dispar
Veillonella parvula
Stretococcus sobrinus
Prevotella melaninogenica
Porphyromonas endodontalis
Prevotella pallens
Prevotella nanceiensis
Veillonella parvula
Neisseria subflava
Haemophilus parainfluenzae
Streptococcus anginosus
NA
Veillonella dispar
Veillonella parvula
Rothia mucilaginosa
Prevotella melaninogenica
Prevotella pallens
NA
Veillonella dispar
NA
NA
Bacteroides ovatus
Rothia mucilaginosa
Rothia dentocariosa
NA
NA
NA
Lactobacillus zeae
Veillonella dispar

%
19.5
20.8

4

NA
15.4
4.6
5.1
3.9
10.7
8.4
5.3
14.9
10.7
9.8
3.9
NA

1.6
7.3
7.9
3.2
NA
12.4
NA
NA
4.2

6.5

NA

NA

NA
12.2
9.8

Anexo 6. Tabla completa de asignacion taxondmica por QIIME2 de las 28 muestras.

Nivel de confianza Secuencias Unicas

0.99
0.99
0.84
0.99
0.99
0.98
0.99
0.99
1
0.99
0.99
0.94
0.86
0.99
0.99
0.99
0.99
0.88
0.99
0.99
0.99
0.99
0.97
0.99
0.99
0.71
0.99
0.99
0.99
0.99
0.76
0.99
0.93

621

722

978

738

937

813

674

Bacteriologia
Streptococcus viridans
Enterobacter cloacae

Streptococcus viridans
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas Fluorescens/putida
Enterobacter cloacae

Haemophilus parainfluenzaeBiotipo 111

Streptococcus viridans

Streptococcus viridans

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus viridans

Staphylococcus epidermidis
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Anexo 6. Continuacioén

1 Veillonellaceae 44.6 Veillonella 44.6 Veillonella parvula 35.1 0.99 507 Streptococcus pneumoniae
Veillonella dispar 9.1 0.96
Flavobacteriaceae 15.6 Capnocytophaga 15.6 NA NA 0.99
Pasteurellaceae 134 Haemophilus 134 Haemophilus parainfluenzae 134 0.99
Prevotellaceae 10.7 Prevotella 10.7 Prevotella pallens 14 0.99
12 Pseudomonadaceae 613 Pseudomonas 37.7 NA NA 0.78 1031 Pseudomonas aeuriginosa
Porphyromonadaceae  12.6 Porphyromonas 126 NA NA 0.99
Staphylococcaceae 7.2 Staphylococcus 7.2 NA NA 0.98
Oxalobacteraceae 6.5 Ralstonia 6.5 NA NA 0.9
13 Prevotellaceae 26.2 Prevotella 26.2 Prevotella nanceiensis 11.6 0.99 736 Pseudomonas aeuriginosa
Prevotella melaninogenica 44 0.99
Burkholderiaceae 132 Burkholderia 132 NA NA 0.99
[Paraprevotellaceae] 12.5 [Prevotella) 125 [Prevotella tannerae] 2.6 1
Moraxellaceae 116 Acinetobacter 11.6 Acinetobacter guillouiae 11.6 0.72
14 Xanthomonadaceae 781  Stenotrophomonas ~ 78.1  Stenotrophomonasgeniculata  78.1 0.77 388 Stenotrophomonas maltophilia
Oxalobacteraceae 116 Ralstonia 116 NA NA 0.9
Lachnospiraceae 54 Roseburia 5.4 Roseburia faecis 54 0.82
Pseudomonadaceae 49 Pseudomonas 4.9 NA NA 0.75
16 Prevotellaceae 24.8 Prevotella 24.8 Prevotella nanceiensis 9.9 0.99 1167 Klebsiella pneumoniae
Prevotella melaninogenica 74 0.99
[Paraprevotellaceae] 16.5 [Prevotella] 16.5 [Prevotella tannerae] 7.9 1
Fusobacteriaceae 112 Fusobacterium 11.2 NA NA 0.99
Tissierellaceae 6.8 Parvimonas 6.8 NA NA 0.99
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5

~

66

77

85

94

97

98

100

Anexo 6. Continuacioén

Staphylococcaceae
Moraxellaceae
Moraxellaceae

Staphylococcaceae

Pseudomonadaceae
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae
Moraxellaceae
Enterobacteriaceae
Streptococcaceae

Enterobacteriaceae
Moraxellaceae
Prevotellaceae

Oxalobacteraceae
Corynebacteriaceae
Streptococcaceae

Pseudomonadaceae
Corynebacteriaceae
Bifidobacteriaceae
Xanthomonadaceae
Moraxellaceae
Enterobacteriaceae
Prevotellaceae
Fusobacteriaceae

82.3
17.7
47.8
44.5
76.7
23.3
32.8
32.2
19.4
15.6
51.5
48.5
22.7

15.6
12.1
7.7

84.5
7.8
6.3
14

30.2

24.9

19.3

15.6

Staphylococcus
Acinetobacter
Acinetobacter

Staphylococcus
Pseudomonas
Acinetobacter
Pseudomonas
Acinetobacter

Escherichia
Streptococcus
Escherichia
Acinetobacter
Prevotella

Ralstonia
Corynebacterium
Streptococcus

Pseudomonas
Corynebacterium
Gardnerella
Stenotrophomonas
Acinetobacter
NA
Prevotella
Fusobacterium

82.3
17.7
47.8
44.5
35.9
233
14.1
32.2
16.1
15.6
51.5
43.1
22.7

15.6
121
7.7

47.4
7.8
6.3
14

30.2
NA

19.3

15.6

NA
Acinetobacter guillouiae
Acinetobacter guillouiae

NA

NA
Acinetobacter guillouiae

NA

NA

Escherichia coli
Streptococcus anginosus
Escherichia coli
Acinetobacter guillouiae
Prevotella melaninogenica
Prevotella nigrescens
NA
NA
Streptococcus infantis
Streptococcus sobrinus

NA

NA

NA

NA

Acinetobacter rhizospherae

NA

Prevotella melaninogenica
NA

NA
17.7
15.7
NA
NA
7.6
NA
NA
16.1
15.6
51.5
17.7
15.4
2.1
NA
NA
2.2
2.7
NA
NA
NA
NA
30.2
NA
11
NA

0.97
0.72
0.72
0.97
0.78
0.72
0.78
0.99
0.96
0.99
0.96
0.72
0.99
0.99
0.99
0.99
0.74
0.99
0.78
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98
0.99
0.98

305

364

262

397

204

635

908

301

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

Escherichia coli

Escherichia coli

Pseudomonas aeuriginosa

Acinetobacter baumannii
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101

108

110

121

147

156

157

160

Anexo 6. Continuacioé

Moraxellaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Staphylococcaceae
Corynebacteriaceae
Bifidobacteriaceae

Prevotellaceae

[Paraprevotellaceae]
Streptococcaceae
Pseudomonadaceae
Corynebacteriaceae
Pseudomonadaceae
Carnobacteriaceae
Enterococcaceae
Pseudomonadaceae
Xanthomonadaceae
Prevotellaceae

Porphyromonadaceae
Gemellaceae
Mycoplasmataceae

Oxalobacteraceae
Pseudomonadaceae
Staphylococcaceae
Moraxellaceae
Xanthomonadaceae

70.8
29.2
77.4
8.9
8.2
3.8
34.5

20.1
9.9
9.1

48.2

36.2
51
35
100

30.2

13.9

10.8
6.8
75.7

17

4.1

19
56.2
39.7

Acinetobacter
Escherichia
Escherichia

Staphylococcus
Corynebacterium
Bifidobacterium
Prevotella

[Prevotella]
Streptococcus
NA
Corynebacterium
Pseudomonas
Granulicatella
Enterococcus
Pseudomonas
Stenotrophomonas
Prevotella

Porphyromonas
NA
Mycoplasma
Ureaplama
Ralstonia
NA
Staphylococcus
Acinetobacter
Stenotrophomonas

70.8
24.2
77.4
8.9
8.2
3.8
34.5

20.1
9.9
NA

48.2
20
51
3.5

56.2

30.2
13.9

10.8
NA
50.8
24.9
17
NA
19
56.2
39.7

NA
Escherichia coli
Escherichia coli

NA

NA

Bifidobacterium breve
Prevotella melaninogenica
Prevotella nanceiensis
Prevotella pallens
NA
Streptococcus anginosus

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Stenotrophomonas geniculata

Prevotella nanceiensis
Prevotella melaninogenica

Porphyromonas endodontalis

NA

NA

NA

NA

NA

NA
Acinetobacter guillouiae

Stenotrophomonas geniculata

NA
24.2
774

NA
NA

3.8

7.5

29
NA
9.9
NA
NA
NA
NA
NA
NA
30.2
10.8
31
24
NA
NA
NA
NA
NA
NA
14.5
30.3

0.99
0.96
0.97
0.98
0.99
0.98
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.97
0.78
0.98
0.97
0.78
0.77
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.97
0.72
0.77

240

833

1314

1130

1357

749

317

297

Acinetobacter baumannii

Escherichia coli

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa

Pseudomonas aeuriginosa
Moraxella catarrhalis
Streptococcus viridans

Acinetobacter baumannii

Staphylococcus epidermidis
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