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RESUMEN 
 

Durante un largo tiempo se creyó que diversas regiones del tracto respiratorio bajo 

eran estériles, sin embargo, con los avances y uso de las tecnologías de 

Secuenciación de Nueva Generación, (NGS del inglés Next Generation 

Sequencing) han llevado a un cambio en esta percepción  

 

En este estudio, se caracterizó el microbioma respiratorio durante un proceso de 

infección respiratoria aguda en el tracto bajo. Muestras de esputo fueron 

recolectadas de 28 pacientes del Hospital Juárez de México y Hospital Pemex Sur 

y sometidas a Illumina® de la región V3-V4 del gen ARNr 16S. Los taxones 

bacterianos respiratorios fueron caracterizados a nivel de género y especie, usando 

QIIME2 (v.2017.12) y la base de datos Greengenes 

 

En pacientes con neumonía nosocomial con una baja abundancia del 

microorganismo patógeno, se observó un patrón de microorganismos en común: 

Prevotella, Veillonella, Ralstonia, Fusobacterium y Porphyromonas, mientras que, 

en pacientes con Neumonía Adquirida en la Comunidad (NAC) no se encontraron 

patrones de microorganismos. 

 

Para validar lo reportado por Bacteriología, se diseñaron primers específicos 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 clínicas, en condiciones estandarizadas. El 

tamaño de la muestra no permite hacer inferencias más precisas respecto al 

significado de los hallazgos, lo cual será posible una vez que se supere la limitación 

mencionada. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Microbioma humano 

El cuerpo humano alberga una comunidad variada, compleja y dinámica de 

microorganismos conocida como el microbioma (Aho et al., 2015). La microbiota 

humana (la colección de microorganismos que viven sobre y dentro de nosotros) 

consiste en alrededor de 100 billones de células microbianas que superan en 

número a nuestras células humanas (Savage, 1977), y que proporcionan una 

amplia gama de funciones metabólicas que nos faltan (Gill et al., 2006). Si nos 

consideramos como supraorganismos que abarcan estos simbiontes microbianos 

(Lederberg, 2000), la mayoría de los genes en el sistema son microbianos. En este 

sentido, completar el genoma humano requiere caracterizar el microbioma (la 

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

 

Los métodos independientes de cultivo han permitido la detección 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, típicamente 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 pulmón sano con técnicas independientes 

de cultivo. El microbioma respiratorio inferior con frecuencia se compara con sus 

sitios aledaños 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 más similar al 

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

 

Metodologías en el análisis del microbioma 

En la actualidad, existen dos métodos principales para realizar esta caracterización 

que no dependen del crecimiento de microorganismos en cultivo: Secuenciación de 

amplicones: La secuenciación de amplicones (lecturas) se relacionan directamente 

con taxones de referencia (McDonald et al., 2012; Yilmaz et al., 2014) o 
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comúnmente, se agrupan en grupos que se denominan unidades taxonómicas 

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 específicos sobre la base de la homología de la secuencia con 

una secuencia genómica de referencia, un proceso denominado "agrupamiento" 

(Franzosa et al., 2015).  

Aunque la secuenciación basada en amplicones considera solo uno o unos pocos 

genes microbianos, con frecuencia se agrupa el gen ARNr 16S bacteriano bajo el 

campo de la metagenómica como una forma de realizar perfiles taxonómicos, 

filogenéticos o funcionales. 

La subunidad pequeña del ARN ribosomal (ARNr) ha sido foco de estudio, en los 

que 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 están presentes en una muestra (Pace, 1997). La elección de la región o 

regiones variables del gen ARNr 16S para la secuenciación no es trivial, ya que 

afecta a los taxones que se pueden identificar y con qué precisión se pueden 

clasificar (Guo, Ju, Cai, & Zhang, 2013; Yarza et al., 2014). De las nueve regiones 

variables, varias de las regiones más utilizadas incluyen a las regiones V2, V4 y V6: 

En general, una combinación de regiones variables y moderadamente conservadas 

parece ser óptima para realizar análisis a diferentes profundidades filogenéticas 

(Hamady, Knight, Hamady, & Knight, 2009). 

 

El otro método para realizar esta caracterización es la metagenómica; el término 

metagenómica fue utilizado por primera vez por Handelsman y colegas 

(Handelsman, Rondon, Brady, Clardy, & Goodman, 1998), y denota la examinación 

de toda la comunidad (microbiana) basada en datos derivados de material genético, 

extraído 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 determinación de la abundancia de cada tipo 
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de microbio, es mucho más barato usando ARNr porque solo se examina un gen de 

cada genoma, pero los perfiles metagenómicos son esenciales para comprender las 

funciones codificadas en esos genomas (Hamady et al., 2009). 

 

Descripción general de los métodos de NGS 

Las tecnologías de NGS también conocida como secuenciación profunda, se refiere 

a los avances tecnológicos en la instrumentación de secuenciación de ADN que 

permiten la generación de cientos de miles a millones de lecturas de secuencias por 

ejecución. Las aplicaciones de NGS son de amplio alcance e incluyen (i) 

secuenciación del genoma completo, (ii) descubrimiento de patógenos, (iii) análisis 

metagenómico/microbioma, (iv) perfil de transcriptoma, y (vi) diagnóstico de 

enfermedades infecciosas (Chiu & Miller, 2016). 

Además, la NGS permite el análisis eficiente de micro-floras humanas complejas, 

tanto comensales como patológicas ayudando así a la comprensión y manejo de 

enfermedades humanas crónicas como la obesidad (Padmanabhan, Mishra, Raoult, 

& Fournier, 2013). 

 

El método de Sanger, fue la primera tecnología de secuenciación en 1975-2005, 

produciendo secuencias largas (500-1000 pb) y alta calidad, por lo cual ha sido 

como estándar de referencia para la secuenciación de ADN. El primer sistema NGS 

disponible fue el instrumento de pirosecuenciación Roche 454 (Ronaghi, 2001) 

generando lecturas largas, aunque con bajo rendimiento, un alto error al secuenciar 

homopolímeros y un alto costo de secuenciación lo cual no le permitió competir con 

las otras tecnologías (Chiu & Miller, 2016). En cuanto a los sistemas de "segunda 

generación" (Mardis, 2008; Quail et al., 2012), ABI SOLiD, Life Technologies fue el 

instrumento de secuenciación por ligación con bajo costo por base , tiempo de 

corrida muy largos y lecturas muy cortas incluyendo el sistema, lo que ocasionó su 

incompatibilidad de competir con las demás tecnologías; Ion Torrent, basado en 

secuenciación por síntesis, utiliza un chip semiconductor para detectar los iones 

hidrógeno liberados, generando tiempos de corrida rápidos y tiene muchos errores 

con homopolímeros; PacBio utiliza tecnología de secuenciación en tiempo real de 
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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 

secuenciación por síntesis, incluye diversos instrumentos (Hiseq 

/MiSeq/NextSeq/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 Illumina se utilizan en la mayoría de los 

estudios NGS publicados, incluidos los del campo microbiológico, aunque las 

nuevas plataformas de "tercera generación", como los basados en la secuenciación 

de nanoporo (Schneider & Dekker, 2012), están ahora disponibles y cada vez son 

más utilizados. 

 

Los secuenciadores fabricados por “Oxford Nanopore” usan matrices de nanoporos 

especializados que permiten que una única molécula de ADN pase a una velocidad 

típica de 30 bases por segundo y los datos se pueden analizar en tiempo real a 

medida que las lecturas pasan a través del secuenciador. MinION es un dispositivo 

miniaturizado del tamaño de una memoria USB y la primera plataforma de 

secuenciación en utilizar tecnología nanoporo (Goodwin et al., 2015). Esto lo hace 

una opción bastante atractiva para investigaciones de diagnóstico de campo. 



11 
 

Figura 1. Métodos de secuenciación para plataformas NGS actualmente disponibles. 
 (A) Los secuenciadores fabricados por Roche / 454 (izquierda), SOLiD (medio) y Ion Torrent (derecha) utilizan 
PCR de emulsión basada en perlas (inserto rectangular) en el proceso de generación de bibliotecas, seguido 
de diferentes enfoques basados en Secuenciación por fluorescencia. (B) La secuenciación de Illumina a través 
de un enfoque secuenciación por síntesis y la formación de millones de imágenes fluorescentes. (C) La 
secuenciación de PacBio se realiza mediante una enzima ADN polimerasa fijada a un sustrato de vidrio en una 
nanoestructura de guía de onda de modo cero. (D) La secuenciación por Nanoporo, realizada por el 
instrumento Oxford Nanopore MinION, 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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Secuenciación de Illumina 
 

La tecnología utiliza dos adaptadores que se unen a los extremos de cada 

fragmento de ADN por ligación, PCR o transposón (tecnología Nextera) y luego se 

fijan a la superficie de una celda de flujo en forma de horquilla. La "amplificación de 

puente" usando PCR se realiza sobre la superficie de la celda de flujo, 

desnaturalizando el extremo 3' del fragmento de ADN y replicando la hebra 

complementaria. Las sucesivas rondas de replicación y desnaturalización mediante 

PCR resultan en la generación de miles de copias de fragmentos clonalmente 

amplificados en un grupo estrechamente circunscrito (Figura 2a). Los reactivos de 

secuenciación, incluyendo la ADN polimerasa y un primer de secuenciación, se 

pasan entonces a través de la celda de flujo. Para cada ciclo, un único nucleótido 

marcado fluorescentemente que contiene un terminador reversible se añade a la 

cadena complementaria dentro de cada grupo individual en un enfoque de 

secuenciación por síntesis (Figura 2b). Después de la formación de imágenes  por 

el dispositivo de carga acoplada (CCD), la escisión del marcador fluorescente 

permite añadir el siguiente nucleótido. El número de ciclos que producen la longitud 

de lectura final se especifica de antemano, y la secuenciación también se puede 

hacer desde ambos extremos (secuenciación pareada) usando un segundo primer 

a la hebra de ADN recién sintetizada (Figura 2b) (Chiu & Miller, 2016). 
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Figura 2a. El enfoque de secuenciación por síntesis de Illumina. 

 
Figura 2b. El enfoque de secuenciación por síntesis de Illumina (continuación).  
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ADNr 16S 

 

El ADNr 16S es el gen que codifica al ARNr 16S, tiene un tamaño aproximado de 

1500 nucleótidos y se compone de regiones variables y conservadas, a partir de 

cuya secuencia se puede obtener información filogenética y taxonómica. Las 

regiones conservadas en 5´- y 3´- son usadas para diseñar oligonucleótidos y 

amplificar todo el gen. 

Mientras es posible amplificar todo el gen ARNr 16S con la secuenciación de 

Sanger, este enfoque no es práctico para estudios de alto rendimiento de 

comunidades microbianas. Alternativamente, un objetivo más corto comprende una 

o más regiones hipervariables que pueden amplificarse y secuenciarse en una 

plataforma NGS, permitiendo la caracterización de alta cobertura de cientos de 

muestras simultáneamente. Por ejemplo, el Proyecto de Microbioma de la Tierra ha 

desarrollado y estandarizado un ensayo ampliamente usado de NGS para la 

caracterización de microbioma que se dirige a la región V4 del gen ARNr 16S, 

usando los primers universales 515F/806R. 

 

Enfocándose 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 pirosecuenciación y el uso de distintas regiones del gen 

ARNr 16S. 
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Tabla 1. Secuenciación de nueva generación 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 región 

V3-V4. 

La región V3: (1) es relativamente corta (aproximadamente 100 pb más corta que la 

región V4); (2) exhibe una alta variación de secuencia, lo que resulta en una buena 

discriminación taxonómica; y (3) está menos sujeto al sesgo taxonómico del cebador 

que otros pares de cebadores cuando se compara con los datos generados usando 

la secuenciación 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 región V3 (rosa) y V4 (azul), así como la intersección entre 

ambas regiones. En la tabla 2 se pueden observar las diferencias entre la región V3 

y V4 del gen ARNr 16S. 
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Figura 3. Estructura secundaria de ARNr 16S simplificada. Estructura secundaria de E. coli (J01695), 
La región V3 y V4 están resaltadas en rosa y azul respectivamente, la intersección entre ambas 
regiones esta remarcado de morado. (a-d) revela que la región 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 
amplicón 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 región 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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 Tabla 2. Diferencias entre región 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 vías respiratorias, 

donde los signos o síntomas frecuentemente están dados por tos de menos de 15 

días de duración, dificultad para respirar, estridor (ronquido), dolor o enrojecimiento 

faríngeo, otalgia, otorrea, rinorrea, obstrucción nasal. Entre estas encontramos 

desde infecciones leves como resfrío o catarro, faringitis, amigdalitis, bronquitis, 

otitis o enfermedades graves como la neumonía. (González, 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 vías 

respiratorias desde las fosas nasales hasta las cuerdas vocales de la laringe, 

incluyendo los senos paranasales y el oído medio. El LRT cubre la continuación de 

las vías respiratorias desde la tráquea y los bronquios hasta bronquiolos y alvéolos 

(Simoes et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 



18 
 

Anatomía de Vía Respiratoria Inferior 
 

La conexión de la laringe a los árboles bronquiales de los pulmones es la tráquea, 

que está conectada a los dos bronquios primarios de los pulmones (Figura 4). Esta 

división en forma de Y de las vías respiratorias conductoras se llama carina y 

estudios recientes han demostrado que las comunidades bacterianas de la carina 

son más 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 más profundamente en las vías respiratorias inferiores, cada bronquio 

se divide en bronquios secundarios más 

pequeños, que continúan ramificándose 

(formando bronquios terciarios) que se 

dividen en bronquiolos terminales. Las 

temperaturas de la superficie y la pared 

de la porción superior de la tráquea y el 

árbol bronquial son típicamente más 

bajas que la temperatura corporal 

central debido al movimiento del aire 

ambiente más frío hacia los pulmones 

(Huffnagle, Dickson, & Lukacs, 2017a). 

 
Figura 4. Anatomía 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 m2. Los alvéolos no están revestidos con el tipo de epitelio que se encuentra en 

el árbol bronquial; más bien, los alvéolos contienen una capa epitelial escamosa 

delgada de una sola célula (células epiteliales alveolares tipo 1) que están 

recubiertas con una capa delgada de surfactante (no moco). El surfactante pulmonar 

es un complejo de lipoproteínas rico en lípidos (fosfolipoproteína) formado por 

células epiteliales alveolares de tipo 2, que contiene una cantidad de ácidos grasos 

libres, así como también lípidos que contienen fosfatidilcolina (principalmente 

dipalmitoilfosfatidilcolina) y esfingomielinas. También contiene una serie de 
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proteínas, algunas de las cuales tienen una potente actividad antibacteriana u 

opsonización, especialmente para las bacterias gramnegativas. Los ácidos grasos 

libres son bactericidas para muchas bacterias Gram positivas. Por lo tanto, la gran 

área de superficie de los alvéolos es una superficie aeróbica cubierta de lípidos, lo 

que la convierte en un hábitat ecológico marcadamente distinto de los que se 

encuentran en las vías respiratorias superiores y el tracto GI. La enfermedad y los 

procesos inflamatorios que introducen zonas anaeróbicas, causan una fuga de 

suero o acumulación 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 aún más procesos inflamatorios (Huffnagle et 

al., 2017b). 

 

Microbiota del Tracto Respiratorio 
  

La microbiota que reside en las vías respiratorias y los tejidos parenquimáticos, 

como barrera biológica del tracto respiratorio, juegan un papel importante en el 

mantenimiento de las funciones normales del sistema respiratorio del individuo y 

previenen la invasión y colonización de patógenos exógenos (Zhang & He, 2015). 

Los cambios en la comunidad microbiana pueden dar lugar a la aparición y 

progresión de la neumonía infecciosa y a la exacerbación aguda de enfermedades 

crónicas, a través del desorden de los microorganismos comensales y el aumento 

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

 
 

Mientras que la investigación del microbioma respiratorio es relativamente nueva, 

se cree que la distribución de la colonización de las poblaciones microbianas a 

través de las vías respiratorias se forma por una serie de mecanismos 

inmunes. Monocitos y macrófagos alveolares, así como células dendríticas, células 

T CD4+ y células linfoides innatas, que residen en el LRT, impiden el establecimiento 

de las poblaciones sustanciales en las vías respiratorias inferiores (Holt, Strickland, 

Wikström, & Jahnsen, 2008) y en gran medida confinar microorganismos al 

URT. Además, en el URT está presente una capa de moco más densa y rica en 
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nutrientes, lo que facilita el crecimiento microbiano y la replicación, mientras que las 

vías respiratorias inferiores están 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 específicas de las 

vías respiratorias inferiores. Las bacterias que se encuentran en los pulmones 

pueden clasificarse en dos categorías: microorganismos potencialmente patógenos 

(MPP) y microorganismos no patógenos (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 Antártida" del microbioma pulmonar, el equilibrio de tres 

factores determina y da forma al microbioma pulmonar (Fig. 5): (1) la inmigración 

microbiana en las vías aéreas, (2) la eliminación de microorganismos de las vías 

aéreas, y (3) las tasas de reproducción relativas de los microorganismos 

encontrados en las vías aéreas, que está determinada por las condiciones de 

crecimiento de la región. Cualquier cambio en las comunidades microbianas de 

pulmón, 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 microaspiración subclínica 

ha sido señalada fuertemente como la posible principal fuente de inmigración 

microbiana (Bassis et al., 2015; Dickson et al., 2015, 2016). 

 

La microaspiración subclínica de las secreciones faríngeas en sujetos sanos está 

bien documentada. Otros factores contribuyentes pueden incluir la inhalación de 
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bacterias del aire y la migración directa a lo largo de las superficies mucosas de las 

vías respiratorias. La eliminación microbiana se logra mediante una combinación de 

depuración 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 pulmón, 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 pulmón en adultos (Bassis et al., 2015), 

mientras que en los niños es más probable que la fuente sea tanto la nasofaringe 

como la orofaringe (Marsh et al., 2016). Esto podría deberse a la diferencia en la 

anatomía del URT y al aumento frecuente de la producción de secreciones nasales 

en los niños, que probablemente aumenten la dispersión de microorganismos a los 

pulmones (Bassis et al., 2015).  

 

La inflamación juega un papel clave en el tercer factor ecológico que da forma al 

microbioma pulmonar al afectar en gran medida las condiciones de crecimiento 

regional (por ejemplo, disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH y tensión de 

oxígeno). La inflamación puede aumentar la fuga vascular en las vías respiratorias, 

proporcionando elementos nutricionales críticos como fuentes de carbono, 

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

Epidemiología de las IRAs 
 

En el reporte de Vigilancia Epidemiológica de México emitido por el SUIVE en el 

2016, mostraba que las IRAs tienen mayor presencia en la población de 0 a 14 años 

de edad, la edad crítica para estas patologías es antes de cumplir un año de edad 

y en personas mayores de 65 años. Durante el periodo comprendido entre 1984 y 

2014, la tasa de morbilidad por infecciones respiratorias se incrementó de forma 

notable, específicamente entre 1994 y 1998 de 15,000 a 27,500 por cada 1,000 

habitantes (esto en parte podría explicarse por cambios en los criterios diagnósticos  

o de notificación), y desde el año 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 Díaz, 2016). Hasta el año 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 

Estadística y Geografía (INEGI) en el 2015, indicó que las neumonías e influenza 

se encontraban en el noveno lugar (INEGI, 2015). De acuerdo a los DALYs (Años 

de Vida Ajustados por Discapacidad, Disability-adjusted Life Years)  reportados por 

la OMS, las infecciones del tracto respiratorio inferior ocupan la segunda posición 

con más de 1,939 DALYs por cada 100,000 habitantes, solo debajo de las 

enfermedades isquémicas del corazón (WHO, 2017). Esto indica la carga que 

presenta la enfermedad a nivel mundial. Como medida de evaluación económica 

los evaluadores determinan los DALYs prevenidos, mediante la aplicación de 

intervenciones específicas que reducen la discapacidad y/o mortalidad (Alvis & 

Valenzuela, n.d.). 

 

Figura 6. Tasa de morbilidad en México, según 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/Secretaría de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2017. 
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Tabla 3. Principales causas de muerte en México (2017). Fuente: INEGI. (Instituto Nacional de 
Estadística y Geografía 
 
 
 

IRA’s en Vías Respiratorias Bajas 
 

Las infecciones del LRT incluyen bronquitis, bronquiolitis y neumonía. Estos 

síndromes en especial la neumonía, pueden ser graves o fatales. Aunque los virus, 

micoplasmas, rickettsias y hongos pueden todos causar infecciones del LRT, las 

bacterias son los agentes patógenos dominantes; representa un porcentaje mucho 

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

 

Bronquitis y Bronquiolitis 
 

Bronquitis y bronquiolitis implican inflamación del árbol bronquial. La Bronquitis 
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suele ir precedida de una infección del tracto respiratorio superior o de un síndrome 

clínico en enfermedades como la gripe, el sarampión, la rubéola, la tos ferina, la 

escarlatina y la fiebre tifoidea. La bronquitis crónica con una producción de tos y 

esputo persistente parece ser causada por una combinación de factores 

ambientales, tales como el fumar, y la infección bacteriana con patógenos tales 

como H. influenzae y S. pneumoniae.  

La bronquiolitis es una enfermedad viral respiratoria  de los niños y es causada 

principalmente por el virus sincitial respiratorio. Otros virus, incluyendo virus 

parainfluenza, virus de la influenza y adenovirus, así como de vez en cuando la 

bacteria Mycoplasma pneumoniae, también se conocen por causar bronquiolitis 

(Dasaraju & Liu, 1996). 

 

Neumonías 
 

La neumonía es una inflamación del parénquima pulmonar, puede ser causada por 

bacterias, virus, hongos o parásitos. Es una enfermedad frecuente. La frecuencia 

relativa de cada agente etiológico varía de acuerdo a muchos factores, tales como 

la edad del paciente, la existencia de enfermedades asociadas y el contexto en que 

se adquiere la infección (comunidad, hospital, residencia de ancianos), entre otros. 

Así mismo estos factores influyen en la clínica, la radiografía, la selección del 

tratamiento, la evolución, las complicaciones y el pronóstico de la enfermedad 

(Macedo & Mateos, 2006). 

 

Neumonías bacterianas 
 

Streptococcus pneumoniae es el agente más común causante de la neumonía 

bacteriana aguda adquirida en la comunidad (NAC). Se conocen más de 80 

serotipos según lo determinado por los polisacáridos capsulares pero 23 serotipos 

representan más del 90% de todas las neumonías neumocócicas en los Estados 

Unidos. Las neumonías causadas por otros estreptococos son infrecuentes. La 

Neumonía por Streptococcus pyogenes se asocia a menudo con una neumonitis 

hemorrágica y empiema (Dasaraju & Liu, 1996). La frecuencia de las NAC después 

de las causadas por S. penumoniae son causadas por H. influenzae, Mycoplasma 



26 
 

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 estafilocócica. Las infecciones 

por Haemophilus influenzae y Klebsiella pneumoniae son más comunes entre los 

pacientes mayores de 50 años que tienen enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(EPOC) o alcoholismo (Dasaraju & Liu, 1996). 

Los agentes más comunes de las neumonías nosocomiales son bacilos aerobios 

gramnegativos que raramente causan neumonía en individuos sanos. Entre éstas 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter, Proteus y Klebsiella son 

especies que se identifican a menudo. Los agentes menos comunes que causan 

neumonías 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 neumonía, especialmente entre los 

reclutas militares. Xanthomonas pseudomallei causa melioidosis, una neumonía 

crónica en el sudeste asiático (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 microbiológico. Estas 

muestras se obtienen por procedimientos no invasivos o invasivos. Otros tipos de 

muestras que se emplean para el diagnóstico de las infecciones del tracto 

respiratorio inferior incluyen exudados faríngeos y nasofaríngeos para la detección 

de patógenos respiratorios específicos, orina para la detección de antígenos de 

algunos agentes infecciosos, sangre para cultivo y, en determinadas situaciones, 

suero para la determinación de anticuerpos específicos (Meseguer Peinado, Cacho 

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

Muestras obtenidas por procedimientos no invasivos 

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

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

y otros materiales de secreción producidos en los pulmones como resultado de la 
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respuesta inflamatoria. Para disminuir la contaminación 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 extracción de la dentadura 

postiza, si se utiliza, y el enjuague de la boca con agua o solución salina estériles, 

antes de la recolección de la muestra. El esputo obtenido por expectoración 

espontánea 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 o secreciones postnasales 

(Meseguer Peinado et al., 2008). 

Hemocultivos 
Se recomienda la realización de hemocultivos en las neumonías graves del tracto 

respiratorio inferior que requieren hospitalización.  

Orina 
Las pruebas de antígeno detectan la excreción renal de antígenos microbianos. 

Suero 
Debe recogerse para confirmar un diagnóstico específico o cuando el patógeno sea 

difícil de detectar por métodos directos. Si es posible, deberá 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 días después) para determinar la 

seroconversión de los anticuerpos IgG. Las pruebas serológicas son 

particularmente útiles para los agentes causantes de la neumonía atípica, 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 información acerca de los constituyentes celulares y bioquímicos 

de la superficie epitelial del tracto respiratorio inferior, a través de la instilación y 

posterior aspiración de líquido en uno o varios segmentos o subsegmentos 

pulmonares (Escribano Montaner & Moreno Galdó, 2005). Después de cada 

http://www.analesdepediatria.org/es/tecnicas-fibrobroncoscopicas-especiales-lavado-broncoalveolar/articulo/13073249/
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instilación se hace una aspiración para recuperar el máximo volumen de líquido 

posible, formado por una mezcla del suero fisiológico y secreción broncoalveolar 

(Meseguer Peinado et al., 2008). 

Se estima que con la realización del LBA se toma muestra de alrededor de un millón 

de alvéolos (1 % de la superficie pulmonar), obteniéndose aproximadamente 1 ml 

de secreciones reales pulmonares en el total del líquido recuperado .Generalmente 

el LBA se efectúa a través del broncoscopio, aunque en ocasiones se realiza 

directamente con una sonda a través de un tubo endotraqueal (Escribano Montaner 

& Moreno Galdó, 2005).  

 

Métodos de diagnóstico 
 

El diagnóstico microbiológico resulta esencial para la determinación del agente 

etiológico de alguna infección y la prescripción de un tratamiento antimicrobiano. 

Sin embargo, en la actualidad, el papel del laboratorio de microbiología en el 

diagnóstico de las infecciones del LRT presenta importantes limitaciones y 

controversias. Así, por ejemplo, su rendimiento, muy limitado en el caso del 

diagnóstico etiológico de la bronquitis aguda, es controvertido en la neumonía 

adquirida en la comunidad y ofrece mejores perspectivas en el diagnóstico la 

neumonía nosocomial. También, existe controversia sobre los diferentes métodos 

diagnóstico, cuyo valor depende, a su vez, de un diagnóstico clínico correcto de 

infección bacteriana y de la probabilidad de la existencia de un tratamiento 

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

Las principales limitaciones del diagnóstico microbiológico de las infecciones del 

LRT estriban en su baja rentabilidad (en el 40-60% no se aísla el agente causal) y 

en la dificultad en la interpretación del valor de los microorganismos aislados en 

relación con su significación clínica (Musher et al., 2013). Con frecuencia, el cultivo 

de las muestras del tracto respiratorio inferior supone uno de los esfuerzos 

microbiológicos más innecesarios, y, lo que es peor, sus resultados además de 

frustrantes para el diagnóstico etiológico pueden inducir, a su vez, a un diagnóstico 

y tratamiento erróneos del paciente. Esto se debe por una parte, a la contaminación 

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 

patógenos procedentes de localizaciones anatómicas más bajas y, por otra parte, a 

la dificultad para cultivar ciertos patógenos que requieren medios y procedimientos 

diagnósticos especiales y específicos para su detección (Carroll, 2002; Meseguer 

Peinado et al., 2008; Reimer & Carroll, 1998). 

Normalmente para el diagnóstico de enfermedades del tracto respiratorio bajo se 

realiza por medio de una verificación clínica de parte del médico tratante.   

Posteriormente, se puede recurrir a una placa radiográfica de tórax si se amerita. 

Se realizan: 

 Cultivos del esputo.  

 Cultivos de sangre para búsqueda de bacterias, hongos y virus.  

 Serología para detectar presencia de anticuerpos. 

 Pruebas antigénicas para detectar ciertos antígenos producidos por el 

patógeno (polisacáridos).  

 Reacción 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 amplificación de 

ácidos nucleicos y las técnicas de detección de antígenos bacterianos permiten la 

detección del agente causal de forma más rápida y sensible, sobre todo en el caso 

de los patógenos difíciles de cultivar, y abren futuras y nuevas perspectivas para el 

diagnóstico 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 vías respiratorias inferiores concluyeron que mientras que las 

vías respiratorias inferiores de sujetos sanos no son estériles, la cantidad de 

bacterias es baja, y la comunidad está 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 específicas de las vías respiratorias inferiores. 

 

En un estudio en Shangai, China estudiaron una cohorte de 101 pacientes con 

infecciones del LRT (neumonías nosocomiales) por pirosecuenciación de la región 

V3 del ADNr 16S. Los géneros predominantes en promedio de todas las muestras 

pertenecen a Streptococcus, Staphyloccus, Pseudomonas y Acinetobacter. 

Además, algunas secuencias que pertenecen a agentes causales potenciales, 

como Mycoplasma, Haemophilus y Moraxella, también fueron encontradas pero no 

en las pruebas de laboratorio clínico (por el sistema de identificación bacteriano 

automatizado: Vitek 2) (Zhou et al., 2010). 

 

En 2013, se llevó 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 pulmón: Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, 

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

 

Debido a que la recolección de biopsias de pulmón no es ética en sujetos humanos 

sanos, el estudio de la microbiota de pulmón se ha basado principalmente en el 
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lavado broncoalveolar (bronchoalveolar lavage, BAL), el cepillado broncoscópico o 

las muestras de esputo. La confianza en estas muestras para determinar la 

microbiota pulmonar es problemática debido a la contaminación del tracto 

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

 

Uno de los primeros estudios en utilizar tejido pulmonar, caracterizó los perfiles 

taxonómicos 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 secuenciación de nueva generación de metagenómica 

(Metagenomic next-generation sequencing, mNGS) , en la Universidad de Pekín, 

China se recogieron tejidos de biopsia pulmonar con sospecha de infecciones 

pulmonares, se compararon los resultados obtenidos de mNGS con  los reportados 

por el laboratorio de histopatología y microbiología. Los resultados de mNGS 

mostraron una alta especificidad en la evaluación de hongos y el complejo de 

Mycobacterium tuberculosis cuando se comparó con el método de histopatología 

(H. Li et al., 2018). 

 
 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Actualmente, la identificación del agente etiológico de la afección respiratoria suele 

ser un proceso tardado de varias semanas, que requiere técnicas de cultivos 

microbiológicos muy específicas, personal altamente capacitado y especializado y 

complementariedad de los resultados con pruebas de susceptibilidad a 

medicamentos y otros ensayos bioquímicos. 

 

La secuenciación masiva de ADN, abrirá la posibilidad de realizar el diagnóstico de 
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enfermedades de una manera más eficiente, rápida, específica y proporcionando 

gran cantidad de información útil para el médico. 

 

JUSTIFICACIÓN 
 

El diagnóstico temprano y preciso de el/los agentes etiológicos, comensales, 

sinergistas y todos aquellos presentes durante el curso de una IRA a través de 

técnicas de secuenciación masiva, proporcionará 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, habría un acercamiento a la medicina 

personalizada, que contribuya a la no generación de resistencia a fármacos que 

hoy en día prevalece en la mayor parte del mundo, así como a la toma de 

decisiones temprana para evitar enfermedades crónicas o incluso en algunos 

casos epidemias. 

 
 

HIPÓTESIS 
 
Dada las limitaciones del diagnóstico microbiológico de las infecciones del LRT, es 

posible establecer un protocolo para el análisis de microbioma, mediante el uso de 

las tecnologías de NGS, rápido  y reproducible que podrá ser comparado y validado 

con el estándar de referencia actual que son las pruebas microbiológicas. 

 
OBJETIVOS 
 

Objetivo General 
 

Caracterizar el microbioma respiratorio durante un proceso de infección respiratoria 

en el tracto bajo, mediante NGS. 

 

Objetivos Particulares 

 

Estandarización de la metodología para el uso de NGS durante un proceso de 

infección respiratoria en el tracto bajo. 
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Analizar el perfil de microbioma respiatorio obtenido por secuenciación masiva del 

gen ARNr 16S. 

Identificar un patrón de microorganismos en pacientes con neumonía 

 
En la figura 7 se muestra el procedimiento empleado para análisis de secuenciación 

del ADNr 16S (región V3-V4), a partir de muestras de expectoración espontánea. 
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Figura 7. Metodología general para el análisis de la microbiota del tracto respiratorio bajo en pacientes con neumonía, 
a partir del gen ARNr 16S (V3-V4) (Modificado de Aho VTE et al., 2015).  
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Diseño de estudio 
 

Población de Estudio 
Pacientes que acuden al Hospital Juárez y Hospital Sur de PEMEX y son 

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

comunidad (NAC) y neumonía nosocomial de origen bacteriano 

 

Tipo de Estudio 
Descriptivo. 

 

Tamaño de muestra 
28 pacientes. Selección a partir de cuestionario con datos clínicos del Hospital 

Juárez y Pemex Sur. 

 

Tipo de muestra 

 Expectoración espontánea  

 

Criterios de inclusión 
 

 Pacientes con diagnóstico de IRAs del tracto respiratorio bajo: Neumonía 
adquirida en la comunidad (NAC) y neumonía nosocomial de origen bacteriano

 Sexo indistinto y pacientes mayores a 18 años 

 Que acepten participar y firmen la carta de consentimiento informado
 

Criterios de exclusión 
 

 

 Pacientes cuyo diagnóstico no este respaldado con pruebas microbiológicas

 Historial clínico incompleto (En el cuestionario se resalta (negritas) aquellos 

datos mínimos necesarios que se piden para que no sea motivo de 

exclusión). 

 Pacientes con VIH, EPOC, tuberculosis, cáncer y otras enfermedades 

inmunosupresoras. 

 Falta de información terapéutica, es decir, prescripción de medicamentos, 

frecuencia, dosis, adherencia. 
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Criterios de eliminación 
 

 Pacientes que retiren su consentimiento

 Pacientes que estén bajo tratamiento de antibióticos

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

 
 

Estandarización  
 
La metodología de inactivación, extracción de ADN Total y la preparación de las 

bibliotecas para secuenciarlas y analizarlas por un software bioinformático (QIIME2) 

se estandarizó con muestras clínicas (esputo) que tuvieran un volumen mayor  para 

evitar pérdidas de muestras, y lograr optimizar la metodología de la microbiota del 

tracto respiratorio bajo en pacientes con IRAs,  debido a que, una limitante son los 

volúmenes pequeños de muestra por incapacidad en algunos pacientes de 

expectorar. 

 
Inactivación 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 bibliografía para la 

inactivación utilizando 2 muestras con sus respectivas alícuotas y evitar 

contaminación en el laboratorio. 

a) Baño María 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) 

 

Extracción de ADN total 
 
Se utilizaron 3 diferentes kits de extracción: QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit 

(QIAGEN) (Ver metodología 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 metodología para la extracción de ADN total se estandarizó 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 

extracción. 

La integridad del ADN se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 2 %, 100 

V, en solución buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizó 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  

Tabla 4. Resumen de pasos críticos en el proceso de extracción de ADN total por distintos kits 

comerciales. 

 
Amplificación de ADNr 16S por PCR punto final 
 

La selección de los primers para la amplificación de la región V3-V4 se hizo 

mediante el análisis de distintos estudios (Ver Introducción), la base de datos SILVA 

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

 

Se hicieron dos pruebas: En la primera prueba se amplificó el ADNr 16S variando 

la concentración de ADN total, de acuerdo a lo obtenido por la extracción de cada 

kit (200 ng/µL UCP, 100 ng/µL MN y 40 ng/µL 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 extraídas por el kit UCP (Ver metodología  de Amplificación de 

ADNr 16S detallada en el Anexo 2). 
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Purificación del producto de PCR (ADNr 16S) 
 

Los productos de PCR fueron purificados con perlas mgnéticas, utilizando el kit 

ChargeSwitch® PCR Clean-Up (Invitrogen) (Ver metodología detallada en el Anexo 

3). 

 

Index PCR 
 

En esta amplificación se agregaron los índices a cada muestra para su identificación 

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

 

Secuenciación y Análisis Bioinformático 

 

Se siguió el protocolo de preparación de biblioteca de secuenciación metagenómica 

16S de Illumina. 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 análisis con QIIME2, se procesaron las lecturas a un control de calidad 

con el programa Trimmomatic (Bolger, A. M., Lohse, M. & Usadel, 2014), utilizando 

como parámetro de sliding window: 5:28 y 5:25. 
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Determinación de la Microbiota en pacientes mexicanos del Hospital Juárez de 
México y Pemex Sur con IRAs (Neumonías) 
 
Una vez estandarizada la metodología para la secuenciación del gen ARNr 16S 

(región V3-V4) de muestras de expectoración en pacientes con IRAs, se prosiguió 

a trabajar con 16 muestras del Hospital Juárez México y 12 de Pemex Sur. 

Se realizaron los mismos pasos empleados en la estandarización con los kits y/o 

técnicas verificadas en la estandarización: Extracción de ADN total, Amplificación 

del gen ARNr 16S (región V3-V4), Indexado, Purificación, Secuenciación y Análisis 

bioinformático por QIIME2. 

 

Análisis Bacteriológico realizado en el Hospital Pemex Sur 
 
La caracterización microbiológica que realizaron en el hospital Pemex Sur se hizo 

mediante la tinción de Gram de cada muestra (expectoración espontánea)  y 

únicamente 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 tomó una alícuota con la pipeta Pasteur para proceder a sembrar 

en los medios primarios de cultivo y en las condiciones de incubación necesarias 

para el aislamiento y recuento de bacterias,  se utilizaron placas de agar sangre, 

agar chocolate y agar MacConkey, así como en Caldo Tioglicolato, con la finalidad 

de enriquecimiento en la muestra clínica para la obtención de patógenos 

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) patógeno(s), se realizan pruebas bioquímicas primaras de 

identificación y se procede a realizar la identificación a partir de la colonia mediante 

pruebas bioquímicas utilizando el equipo Walkaway 96 SI. Esto con la finalidad de 

corroborar la identificación de las colonias aisladas en los cultivos selectivos y 
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diferenciales (Fig. 9). 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
Figura 9. Análisis Bacteriológico realizado en el Hospital Pemex Sur 

 
Análisis Bacteriológico realizado en el Hospital Juárez de México 
 
La caracterización microbiológica que realizaron en el hospital Juárez de México se 

hizo mediante la tinción de Gram de cada muestra (expectoración espontánea)  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 tomó una alícuota con la 

pipeta Pasteur para proceder a sembrar en los medios primarios de cultivo y en las 

condiciones de incubación necesarias para el aislamiento de bacterias,  se utilizaron 

placas de agar sangre, agar chocolate, agar MacConkey y agar Sal Manitol.  Se  

procedió a realizar la identificación a partir de la colonia aislada (proceso 

automatizado) mediante pruebas bioquímicas utilizando el equipo BD Phoenix. (Fig. 

10) 
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Figura 10. Análisis Bacteriológico realizado en el Hospital Juárez de México 

 
Flujo QIIME2 
 
Las lecturas generadas por el secuenciador Miseq, fueron procesadas usando 

QIIME2 (v.2017.12) (Bolyen et al., 2018). Para la clasificación de secuencias se 

utilizó la base de datos de Greengenes 13_8 para 99 OTUs (Operational Taxonomic 

Units). 

 

El análisis QIIME 2 se ejecutó utilizando el complemento dada2 con los siguientes 

parámetros: ---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 calculó la diversidad beta y se 

construyó un diagrama de análisis de coordenadas principales (PCoA) en 3D, 

basado en la medida cuantitativa de similitud en las muestras: Distancia de Bray 

Curtis.   
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Análisis de la asignación taxonómica determinada por QIIME2 
 
Una vez obtenida la asignación taxonómica por QIIME2, se procedió a verificar la 

identificación designada de ciertas secuencias, entre paréntesis se colocó 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) 

 

Éstas se analizaron en la base de datos no redundante GenBank de NCBI (National 

Center of Biotechnological Information, sitio web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov), 

utilizando la aplicación Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). De las 

secuencias que produjeron alineamientos significativos, se descargaron únicamente 

aquellas con un porcentaje de identidad de 99%. Con la finalidad de complementar 

los resultados de identidad obtenidos, se realizó un árbol 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 análisis bootstrap (Felsenstein, 1985) de 1000 réplicas, en el 

que 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). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.megasoftware.net/
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Validación con PCR punto final 
 
Se realizó la identificación de ciertos patógenos bacterianos claves en infecciones 

del LRT y que se identificaron por el laboratorio de bacteriología de los hospitales 

en la mayoría de las muestras: Pseudomonas aeuriginosa, Acinetobacter 

baumannii, Moraxella catarrhalis; así como, algunas bacterias que resultaron de 

interés: Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis. 

Para hacer válida la PCR punto final, se solicitaron las cepas: Pseudomonas 

aeuriginosa, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis al 

Cepario de la Facultad de Química, UNAM. 

La cepa Acinetobacter baumannii fue proporcionada por el laboratorio de Biología 

Molecular del Hospital Juárez de México. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Estandarización 
 
Inactivación de la muestra 
 
La inactivación se realizó con dos muestras, con varias alícuotas de cada una, para 

validar las metodologías. 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 

extracción de ADN Total. Sin embargo, al hacer la amplificación 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 logró amplificar con 2 

metodologías: 80°C y 95°C con baño de hielo. La muestra 62 sólo amplificó con el 

baño a 80°C, el control positivo (por duplicado)  se utilizó con el fin de verificar el 

correcto funcionamiento de la enzima polimerasa y el control negativo para 

demostrar la ausencia de contaminación de reactivos.   

 

De acuerdo al resultado anterior se decidió  trabajar únicamente con la metodología 

de baño maría a 80°C durante 20 min para evitar un daño grave a la integridad del 

ADN que afecte posteriormente en la calidad de la secuenciación del producto 

amplificado (gen ARNr 16S). 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11. Extracción 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 extracción: QIAmp® UCP Pathogen Mini Kit (QIAGEN). 
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Figura 12. Amplificación 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. 
 

 
 
Extracción de ADN Total 
 
Como se mencionó en la metodología, se hizo uso de 3 kits de extracción de ADN 

total y 4 muestras de distintos pacientes Se observa en la tabla 5, los resultados de 

cuantificación por NanoDrop con cada kit mencionado en la metodología. Se 

obtuvieron mayores concentraciones y mejor calidad (260/280, 260/230) por 

NanoDrop con el kit UCP Pathogen Mini Kit. 
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Tabla 5. Cuantificación de ADN Total por NanoDrop con 3 diferentes kits de extracción: 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 extracción de 

ADN Total con el kit UCP y TF, este último con una menor intensidad en la banda. 

Con el kit MN, no se lograron observar bandas íntegras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Extracción de ADN Total con 3 diferentes kits de extracción. 

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). 

 

Amplificación gen ARNr 16S por PCR punto final 
 

Para el análisis de la amplificación del ADNr 16S, se realizó al igual que la extracción 

de ADN total una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 14 

un patrón consistente con los distintos kits, a un peso molecular aproximado de 600 

pb en la muestra 66 (señaladas en un recuadro), obteniéndose una banda más 

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 decidió  trabajar únicamente con el kit UCP para 

la extracción de ADN total en muestras de esputo. 

 

En la segunda parte se hicieron amplificaciones con un gradiente de temperatura 

pero sólo con dos muestras extraídas por el kit UCP, como se menciona en la 

metodología con la finalidad de optimizar la amplificación y obtener una temperatura 

óptima en la que se evite la formación de dímeros o fragmentos inespecíficos. Se 

observa en la figura 15 señalado por un recuadro la temperatura óptima de 

alineamiento (55°C) sin formación de fragmentos inespecíficos en ambas muestras. 
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Figura 14. Amplificación del gen ARNr 16S con 3 diferentes kits de extracción. 

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). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Estandarización de la amplificación del gen ARNr 16S. Gradiente de temperatura de 
alineamiento. En el cuadro verde se observa la temperatura óptima 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. 
 
 

Purificación del producto de PCR (gen ARNr 16S) 
 
Se utilizó el producto de PCR de las muestras amplificadas; lo cual tiene como 

objetivo eliminar las impurezas que se encuentran después de la reacción por PCR, 

como son restos de MgCl2, dNTP´s, Taq polimerasa, primers, los cuales pudieran 

interferir en la reacción de secuenciación. 

 

La purificación se verificó con una electroforesis en gel de agarosa al 2%, 

observándose bandas nítidas en el peso molecular aproximado de 600 pb y la 

ausencia de otras bandas, que indican presencia de productos inespecíficos 

(resultados no mostrados). 

 
 

Index PCR 
 
En esta segunda amplificación se utilizó el producto de PCR purificado para su 

identificación de cada muestra en la secuenciación. En la figura 16 se muestra las 

bandas nítidas en el peso molecular aproximado de 630 pb. Después se utilizó este 

producto de PCR con los índices para una segunda purificación y eliminar 

impurezas que interfieran en la reacción de secuenciación (resultados no 

mostrados). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Index PCR. En esta amplificación se agregaron los índices a cada muestra para su 
identificación 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.  
 

 

Secuenciación y Análisis Bioinformático 
 

En la tabla 6 se tiene la información clínica y los resultados de bacteriología por el 

Hospital Juárez de México, y en la tabla 7 se muestra las características de las 

muestras que se usaron para secuenciar.  

 

Tabla 6. Datos epidemiológicos y de bacteriología. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 7. Profundidades obtenidas a partir de la secuenciación por MiSeq, Illumina. 
 

 

En la tabla 8 se resume lo obtenido por el laboratorio de bacteriología del Hospital 

Juárez de México y lo obtenido por el algoritmo DADA2 de QIIME para la asignación 

taxonómica, así como la profundidad obtenida de cada muestra (Tabla 7). Se colocó 

el porcentaje obtenido por QIIME de aquel microorganismo en concordancia con 

microbiología y el género con mayor abundancia. Del lado izquierdo se encuentran 

los datos con un slidingwindow 5:28 por trimmomatic, mientras que, del lado 

Muestra Lecturas 

56 70348 

57 42389 

66 34991 

77 32927 

121 42456 
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derecho un parámetro de 5:25. 

 

Con este resultado, se decidió emplear el parámetro, slidingwindow: 5:28 como 

control de calidad previo a la introducción de las lecturas a QIIME2 para tener un 

control estricto y tener la certeza en la asignación taxonómica. Además, de acuerdo 

al gráfico FastQC (Fig. 17), las lecturas arriba de un parámetro 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 sólo fue posible llegar 

a nivel de género, aunque algunas lecturas se lograron asignar hasta nivel de 

especie; aumentar la profundidad de la secuenciación podría asignar un mayor 

número de secuencias a un nivel de especie. Es necesario verificar el valor de 

confianza asignado por QIIME2 para corroborar la asignación correspondiente. 

   Tabla 8. Comparación taxonómica por bacteriología y QIIME2 
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Figura 17. Ejemplo de 
gráfico FastQC. 
Para cada posición se 
dibuja un diagrama caja 
bigote: La línea roja 
central es el valor de la 
mediana. La caja amarilla 
representa el rango 
intercuartil (25-75%). Los 
bigotes superiores o 
inferiores representan el 
10 y 90% de los puntos. 
La línea azul representa 
la calidad media.  
 
 

 

Determinación de la Microbiota en pacientes mexicanos del Hospital Juárez de 
México y Pemex Sur con IRAs (Neumonías) 
 

En la tabla 9 se muestran los datos clínicos y epidemiológicos 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 años, sin embargo, 

no es posible realizar un análisis de correlación entre el perfil de microbioma y los 

datos clínico-epidemiológico por el número pequeño de pacientes incluidos en el 

estudio (n=28). 
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Tabla 9. Datos Clínicos y epidemiológicos de pacientes del Hospital Juárez México 
y Pemex Sur. 

 

Análisis QIIME2 
 

Al obtener las secuencias “crudas” (sin análisis de calidad), se logró una profundidad 

promedio de 5500 lecturas por muestra. La profundidad teórica calculada fue de 

140,000 lecturas por muestra en un cartucho MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciclos). Las 

28 muestras de expectoración espontánea se agruparon con otras bibliotecas 

(Nextera) para aprovechar al máximo la capacidad del cartucho, sin embargo, las 

bibliotecas Nextera no eran de un tamaño específico comparado con el gen ARNr 

16S (región V3-V4: ̴ 630 pb), por lo que hubo un cálculo incorrecto para hacer la 

mezcla de ambas bibliotecas, obteniéndose una baja profundidad pero con una 

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

calidad en cada muestra (Fig. 18) 

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

En la asignación taxonómica se colocaron los gráficos 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 patógenos como Pseudomonas, Acinetobacter, 

Stenotrophomonas, Haemophilus y Corynebacterium, en esas muestras, géneros 

como Veillonella, Prevotella, Ralstonia, Fusobacterium y Rothia se ven disminuidos 

o ausentes. Caso contrario con los recuadros rojos, donde el microorganismo 

oportunista se encuentra en una menor proporción, por lo tanto, hay mayor 

abundancia de aquellos géneros previamente mencionados en el núcleo de la 

microbiota del pulmón. 

 

Para identificar correctamente un patrón de microorganismos (core) en los pacientes 

con neumonía, se construyó una base de datos colocando el tipo de neumonía y 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 y 
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Escherichia. Se hicieron filtros para neumonías adquiridas en la comunidad y 

nosocomial. En 8 pacientes con neumonía nosocomial,  donde la abundancia del 

microorganismo patógeno se ve disminuido o ausente, los microorganismos que 

tenían en común fueron Prevotella, Veillonella, Ralstonia, Fusobacterium y 

Porphyromonas. 

 

En pacientes con NAC no se encontró un patrón específico de microorganismos, sin 

embargo, cuando se seleccionó un microorganismo patógeno (por ejemplo, 

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

la fig. 20 

 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Asignación Taxonómica a nivel Phylum por QIIME2.  
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Figura 20. Asignación taxonómica a nivel Género por QIIME2. Los rectángulos negros hacen referencia a una mayor abundancia del microorganismo oportunista, los 
rectángulos rojos a una menor abundancia. Los rectángulos no se colocaron en todas las muestras  para que se pueda apreciar el patrón observado. 
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En la tabla 10  se  observa el resumen de lo obtenido por el laboratorio de 

Bacteriología del Hospital Juárez México y Pemex Sur, así como, lo asignado por 

QIIME2. En esta tabla se  colocó únicamente  el microorganismo que  presentó la 

mayor abundancia de cada muestra, en los casos donde no  hubo concordancia con 

lo reportado por Bacteriología, se agregó aquel microorganismo que tuviera la 

concordancia (Sombreado de gris) para resaltar que si se logró identificar por 

secuenciación.  

Se realizó un análisis de diversidad beta para determinar la agrupación de las 

muestras en base a los microorganismos que comparten, a partir de las distancias 

de Bray- Curtis y este se visualizó usando el PCoA en 3D (Fig. 21). 

Las muestras fueron agrupadas en 5 grupos, de acuerdo al microorganismo que 

comparten. En el primer grupo (círculo amarillo), 5 muestras (12, 85, 98,121 y 147) 

tienen en común el género Pseudomonas. De acuerdo al porcentaje de abundancia 

relativa de este género, entre mayor porcentaje presentado en la muestra, más 

cercanía tendrá con otra muestra similar. La muestra más alejada presentó 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 (círculo azul), contiene 4 muestras (10, 14, 156 y 157) tienen en 

común 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 presentó Ralstonia pero con un menor porcentaje 

de abundancia, sin embargo, se encuentra más cercana a la muestra 156 porque 

comparten a Stenotrophomonas como el género más abundante. 

El tercer grupo (círculo café), 2 muestras (57 y 66) tienen en común a los géneros 

Acinetobacter y Staphylococcus, ambas muestras son de tipo nosocomial y existe 

una predominancia de estos dos géneros. 

El cuarto grupo (círculo verde), pertenece sólo la muestra 108, al tener una alta 

abundancia del género Escherichia con un porcentaje de 77.4. 

El quinto grupo (círculo gris), con un número 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 encontró 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 Bacteriología QIIME 

Género % Especie Confianza OTUs 

Neumonía nosocomial 

1 Streptococcus viridans 
Enterobacter cloacae 

Prevotella  
Streptococcus  

25.1 Prevotella melaninogenica 
Streptococcus infantis 

0.99 
0.84 

621 

2 S. viridans 
Klebsiella pneumoniae 

Pseudomonas fluorescens / putida 
Enterobacter cloacae 

Prevotella  
 
Streptococcus  

20 
 
13.9 

Veillonella dispar 
V. párvula 

Streptococcus sobrinus 

0.99 
 
0.99 

 
722 

3 Haemophilus parainfluenzaeBiotipo III Prevotella  
 
Haemophilus  

15.2 
 
9.8 

Prevotella pallens 
P. nanceiensis 

Haemophilus parainfluenzae 

0.99 
 
0.99 

 
978 

8 Streptococcus viridans Prevotella  
 
Streptococcus 

17.6 
 
3.5 

Prevotella melaninogenica 
P. pallens 

NA 

0.99 
 
0.99 

937 

9 Streptococcus viridans Leuconostoc  15.3 NA 0.99 813 

11 Streptococcus pneumoniae Veillonella  
 
Streptococcus  

44.6 
 
9.5 

Veillonella parvula 
V. dispar 

NA 

0.99 507 

12 Pseudomonas aeuriginosa Pseudomonas  37.7 NA 0.78 1031 

13 Pseudomonas aeuriginosa Prevotella  26.2 Prevotella nanceiensis 
P. melaninogenica 

0.99 736 

98 Pseudomonas aeuriginosa Pseudomonas 47.4 NA 0.78 908 

110 Pseudomonas aeuriginosa Prevotella  
 
 
Pseudomonadaceae 

34.5 
 
 
9.1 

Prevotella melaninogenica 
P. nanceiensis 

P. pallens 
NA 

0.99 1314 

121 Pseudomonas aeuriginosa Corynebacterium  
Pseudomonas 

48.2 
20 

NA 
NA 

0.97 1130 

147 Pseudomonas aeuriginosa Pseudomonas  56.2 NA 0.78 1357 

14 Stenotrophomonas maltophilia Stenotrophomonas  78.1 Stenotrophomonas geniculata 0.77 388 
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16 Klebsiella pneumoniae Prevotella  24.8 Prevotella nanceiensis 
P. melaninogenica 

0.99 1167 

57 Acinetobacter baumannii Staphylococcus  
Acinetobacter  

82.3 
17.7 

NA 
Acinetobacter guillouiae 

0.97 
0.72 

305 

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 

Neumonía 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  
Acinetobacter  

14.1 
32.2 

NA 
NA 

0.78 397 

94 Escherichia coli Escherichia  51.5 Escherichia coli 0.96 204 

97 Escherichia coli Prevotella 
 

22.7 Prevotella melaninogenica 
P. nigrescens 

0.99 635 

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 Asignación Taxonómica por QIIME2 vs Bacteriología de las 28 muestras. Las muestras se encuentran agrupadas por 
tipo de neumonía: Neumonía nosocomial y Neumonía adquirida en la comunidad. Se detalla lo identificado por el laboratorio de 
Bacteriología del Hospital Pemex Sur (muestra 1-16) y Hospital Juárez de México (muestra 57-160) y lo asignado por QIIME2 a nivel de 
phylum con su respectivo porcentaje (basado al número total de lecturas obtenido de cada muestra) y género con su nivel de confianza 
asignado. En la última columna se colocaron el número de secuencias únicas obtenidas por el algoritmo DADA2. Los microorganismos 
colocados en la sección de QIIME corresponden al de mayor abundancia en cada muestra. Aquellos  sombreados de gris corresponden a 
microorganismos que tienen la concordancia del reporte de Bacteriología pero se encuentran en menor abundancia.  
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Figura 21. Gráfico tridimensional de análisis 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. 
 
A 
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Análisis de la asignación taxonómica determinada por QIIME2 
 

Como se indicó en la metodología, se realizó 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 posición de las secuencias en el árbol filogenético (Fig. 22). La agrupación 

observada en el árbol de las secuencias de QIIME2 y de las referencias utilizadas, 

permitió confirmar los resultados arrojados en el programa BLAST; la posición de 

las secuencias de referencia y los valores de bootstrap generaron robustez al 

análisis.  

Aquellas secuencias designadas por QIIME2 con un valor de confianza  de 1 (valor 

máximo) se puede afirmar la asignación taxonómica por QIIME2, en este caso, se 

utilizó 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 logró 

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 sólo se quedaría 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 demás secuencias de referencia. Como lo menciona 

(Janda & Abbott, 2007): Debido a la naturaleza altamente conservada del gen ARNr 

16S, la resolución de especies estrechamente relacionadas dentro de ciertos 

taxones como Enterobacteriaceae, micobacterias de rápido crecimiento, 

Acinetobacter baumannii A. complejo calcoacético, Achromobacter, 

Stenotrophomonas y Actinomyces  puede ser problemática, al igual que otros 

taxones. Algunos de estos problemas están relacionados con la nomenclatura 

bacteriana y la taxonomía (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 resolución 
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taxonómica 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 identificación que utilizan 
la secuenciación 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 problemática para hacer la asignación taxonómica más precisa. 
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Figura 22. Árbol 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 análisis bootstrap mayores a 80. Se agruparon las bacterias de acuerdo al Phylum que pertenecen. 
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Se realizó la correlación de aquellos microorganismos observados por PCR punto 

final y secuenciación a nivel de especie (Fig. 23), obteniéndose un análisis más fino 

con PCR punto final, esto debido al uso de primers específicos para cada bacteria. 

En el caso de E. coli, se logró identificar a la bacteria en mayor número de muestras 

por secuenciación pero con un nivel de confianza de 0.96, sin embargo, con el 

análisis previo, utilizando BLAST y el árbol filogenético con las secuencias de 

referencia, para determinados taxones es difícil hacer la correcta asignación usando 

el gen ARNr 16S. Con esta gráfica se resume el poder de resolución que poseen 

los primers específicos para la bacteria, con la secuenciación sólo fue posible 

asignar a un nivel de género (con sus excepciones). La ventaja que poseen las 

tecnologías de secuenciación de nueva generación es el poder determinar bacterias 

no cultivables que pueden jugar un papel importante en la microbiota de un nicho 

específico, en este caso del pulmón y en la enfermedad como la neumonía. 

 
 

 
Figura 23. Correlación entre PCR punto final vs Secuenciación. Los rectángulos azules 

corresponden a la PCR punto final y de naranja a la Secuenciación. 
 
Comparando ambas metodologías (secuenciación y bacteriología) (Fig. 24), se 

colocaron los géneros de mayor importancia. Se utilizó 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 asignación 
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como se mencionó en la parte “Análisis de la asignación taxonómica por QIIME2”, 

por lo tanto, para comparar con otros grupos de trabajo sólo se incluirá 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 número de muestras por secuenciación. En el 

caso de Enterobacter, Klebsiella y Moraxella, fue posible obtener la identificación 

sólo por bacteriología. 

En muestras que se lograron identificar ciertas bacterias por secuenciación y 

negativo por bacteriología, se pueden formular las siguientes posibles causas:  

 Mala asignación taxonómica por QIIME2 

 Cultivo inadecuado 

 No se seleccionó la colonia de ciertas bacterias para identificarla por métodos 

bioquímicos. 

 

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

por secuenciación, se pueden formular las siguientes posibles causas:  

 

 Baja profundidad en la secuenciación 

 Contaminación de cultivo 

 

Con lo mencionado anteriormente, es posible que los géneros que no se 

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

el problema de la baja profundidad presentado en todas las muestras. 
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Figura 24. Secuenciación vs Bacteriología. Los rectángulos azules corresponden a Secuenciación y 

de naranja a la Bacteriología. 
 
Debido a la diferencia en las metedologías por parte de los laboratorios de 

Bacteriología del Hospital Juárez de México y Pemex Sur, se hicieron 

comparaciones vs secuenciación para ver si existe alguna diferencia. 

Analizando los resultados de secuencias vs la Bacteriología del HJM (Fig. 25) de 

los 10 géneros analizados, 7 géneros (Acinetobacter, Escherichia, Haemophilus, 

Staphylococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas y Streptococcus) fue posible 

identificarlos en un mayor número de muestras por secuenciación. Moraxella fue el 

único género que sólo fue identificado por Bacteriología.  
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Figura 25. Secuenciación vs Bacteriología Hospital Juárez de México. Los rectángulos azules 
corresponden a Secuenciación y de naranja a la Bacteriología. 

 
Comparando los resultados de secuenciación vs la Bacteriología de Pemex Sur (Fig 

26) de los 10 géneros analizados, sólo 4 géneros (Acinetobacter, Escherichia, 

Haemophilus y Streptococcus) se identificaron en un mayor número de muestras 

por secuenciación. 

 

Con lo mencionado anteriormente se confirma que la metodología de Bacteriología 

Pemex Sur es más fina comparado con el HJM. Pemex Sur reportó más de una 

bacteria en la base de datos por muestra e incluso colocó hongos. HJM sólo reportó 

una bacteria y es probable que la selección 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 secuenciación 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 Bacteriología para evitar falsos positivos (Positivo 

Secuenciación y negativo Bacteriología) o contaminaciones de cultivos y evitar 

falsos negativos (Negativo Secuenciación y positivo Bacteriología). 

 

Para poder elaborar un protocolo de secuenciación y llevarlo a la clínica, el primer 
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paso fundamental es demostrar que se obtiene lo mismo por secuenciación y 

bacteriología, evitando los falsos mencionados previamente. El número de muestras 

debe ser representativo para poder demostrar que la secuenciación es un método 

de diagnóstico en este tipo de patología. En este trabajo, el número de muestras 

(28) fue muy bajo, por lo que, sólo se enfocó a la caracterización del microbioma en 

pacientes con Neumonía nosocomial y NAC, sin realizar correlaciones con el 

historial clínico. Este trabajo es el primero estudio de secuenciación analizando el 

gen ARNr 16S en pacientes mexicanos con neumonía. 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 26. Secuenciación vs Bacteriología Pemex Sur. Los rectángulos azules corresponden a 
Secuenciación y de naranja a la Bacteriología. 
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Validación con PCR punto final 
 
De acuerdo a la metodología, esta validación se realizó para la identificación de 

ciertos patógenos bacterianos clave en infecciones del tracto respiratorio bajo y 

confirmar lo reportado por el laboratorio de bacteriología de los hospitales en la 

mayoría de las muestras. 

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

de los patógenos bacterianos en LRT.  

 

Tabla 12. Secuencias y genes diana para la identificación de patógenos bacterianos por PCR punto 
final. 
 
Para la identificación de Escherichia coli, se realizó la amplificación del gen  β-

Glucoronidasa (uidA) con un tamaño de 480 pb, para visualizar si se amplificó el 

gen, se  hizo una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 27 

bandas íntegras a un peso molecular aproximado de 500 pb. Los primeros 5 carriles 

corresponden a un gradiente de concentración de ADN total de la cepa 

proporcionada para analizar hasta que concentración se puede observar el producto 

de PCR, en este caso a cualquier concentración de ADN de E. coli (25-200 ng) fue 
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posible observar el producto. De las muestras, sólo la 94 y 108 se lograron observar 

las bandas al tamaño esperado. Es posible que la muestra 97 tenga una menor 

concentración de E. coli, por lo que, es imposible detectar la banda por PCR punto 

final, se tendría que realizar qPCR, la cual es una técnica con mayor sensibilidad. 

Se utilizó 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 identificación de 

las enterobacterias, sin embargo, fue posible determinar la especificidad porque no 

hubo una banda correspondiente a P. aeuriginosa. 

 

 
 
 
Figura 27. Amplificación del gen β-Glucoronidasa (uidA) para la identificación 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 concentración de cepa E. coli: 200, 150, 100, 50 y 25 ng. Muestras: 
94, 97 y 108 (concentración 200 ng ADN total). Control negativo con H2O BM y Control con P. 
aeuriginosa. 

 
Para la identificación de Acinetobacter baumannii, se realizó la amplificación de dos 

regiones: β-lactamasa tipo OXA-51 (blaOXA-51-like) con un tamaño de 353 pb y la 

Región espaciadora intergénica (Ab-ITS) con un tamaño 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 íntegras 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 concentración de ADN total de la cepa 

proporcionada para analizar hasta que concentración se puede observar el producto 

de PCR, en este caso a cualquier concentración de ADN de A. baumanni (10-75 ng) 

fue posible observar el producto. En la amplificación de las región blaOXA-51-like 
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sólo no fue posible observarse la banda esperada  en la muestra 100. En la 

amplificación de la región Ab-ITS, la muestra 100 y 157 no presentaron las bandas 

correspondientes de 208 pb. Es posible que la muestra 100 tenga una menor 

concentración de A. baumanni, por lo que, es imposible detectar la banda por PCR 

punto final, se tendría que realizar qPCR, la cual es una técnica con mayor 

sensibilidad. Se utilizó ADN de M. catarrhalis para comprobar la especificidad de los 

primers. 

Se concluye con este experimento que los primers de la región blaOXA-51-like son 

más sensibles que Ab-ITS, ya que permitió detectar la muestra 157, que 

posiblemente tiene una menor concentración de A. baumannii por la intensidad de 

la banda. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 28. Amplificación de las regiones β-lactamasa tipo OXA-51 (blaOXA-51-like) y Región 
espaciadora intergénica (Ab-ITS) para la identificación 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 concentración de cepa A. baumannii: 75, 50, 25 y 10 ng. Muestras: 57, 66, 
77, 85, 100, 101 y 157 (concentración 200 ng ADN total). Control negativo con H2O BM y Control con 
M. catarrhalis. 

 
Para la identificación de Moraxella catarrhalis, se realizó la amplificación del gen de 

proteína de membrana externa (copB) con un tamaño de 125 pb, se hizo una 

electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 29 bandas íntegras 

tenues a un peso molecular aproximado de 125 pb. Los primeros 5 carriles 

blaOXA-51-like 

(353 pb) 

Ab-ITS 

(208 pb) 
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corresponden a un gradiente de concentración de ADN total de la cepa 

proporcionada para analizar hasta que concentración se puede observar el producto 

de PCR, en este caso a cualquier concentración de ADN de M. catarrhalis (25-200 

ng) fue posible observar el producto. La única muestra (156) no fue posible observar 

la banda esperada de 125 pb, es posible que la muestra tenga una menor 

concentración de M. catarrhalis, por lo que, es imposible detectar la banda por PCR 

punto final, se tendría que realizar qPCR, la cual es una técnica con mayor 

sensibilidad. Se utilizó ADN de E. coli para comprobar la especificidad de los 

primers. 

 

 

 
Figura 29. Amplificación del gen Proteína de membrana externa (copB) para la identificación 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 concentración de cepa M. catarrhalis: 200, 150, 
100, 50 y 25 ng. Muestra: 156 (concentración 200 ng ADN total). Control negativo con H2O BM y 
Control con E. coli. 

 
Para la identificación de Pseudomonas aeuriginosa, se realizó la amplificación del 

gen de la subunidad B de la ADN girasa (gyrB) con un tamaño de 222 pb, se  hizo 

una electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 30 bandas íntegras 

de un peso molecular aproximado de 200 pb. Los primeros 5 carriles corresponden 

a un gradiente de concentración de ADN total de la cepa proporcionada para 

analizar hasta que concentración se puede observar el producto de PCR, en este 

caso a cualquier concentración 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 utilizó ADN de E. coli para comprobar la especificidad de los primers. 
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Figura 30. Amplificación del gen subunidad B ADN girasa (gyrB) para la identificación 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 concentración de cepa P. aeuriginosa: 200, 150, 
100, 50 y 25 ng. Muestras: 12, 13, 98, 110, 121 y 147 (concentración 200 ng ADN total). Control 
negativo con H2O BM y Control con E. coli. 

 
Para la identificación de Staphylococcus epidermidis, se realizó la amplificación de 

la región cromosomal específica (Se)) con un tamaño de 124 pb, se  hizo una 

electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observa en la figura 31 bandas íntegras 

tenues de un peso molecular aproximado de 125 pb. Los primeros 4 carriles 

corresponden a un gradiente de concentración de ADN total de la cepa 

proporcionada para analizar hasta que concentración se puede observar el producto 

de PCR, en este caso a cualquier concentración 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 concentración de S. epidermidis, por lo que, es imposible detectar la banda 

por PCR punto final, se tendría que realizar qPCR, la cual es una técnica con mayor 

sensibilidad. Se utilizó ADN de E. coli para comprobar la especificidad de los 

primers. 
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Figura 31. Amplificación de la región cromosomal específica (Se) para la identificación 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 concentración 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 H2O BM. 
 

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

Muestra Bacteriología PCR QIIME 

Neumonía nosocomial 

1 Streptococcus viridans 

Enterobacter cloacae 

 Prevotella  

Streptococcus  

2 S. viridans 

Klebsiella pneumoniae 

Pseudomonas fluorescens / putida 

Enterobacter cloacae 

 Prevotella  

 

 

Streptococcus  

3 Haemophilus parainfluenzaeBiotipo 

III 

 Prevotella  

Haemophilus  

8 Streptococcus viridans  Prevotella  

Streptococcus  

9 Streptococcus viridans  Leuconostoc  
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10 Staphylococcus epidermidis Negativo para S. 

epidermidis 

Ralstonia  

11 Streptococcus pneumoniae  Veillonella  

Streptococcus  

12 Pseudomonas aeuriginosa Positivo para P. 

aeuriginosa 

Pseudomonas  

13 Pseudomonas aeuriginosa Positivo para P. 

aeuriginosa 

Prevotella 

98 Pseudomonas aeuriginosa Positivo para P. 

aeuriginosa 

Pseudomonas  

110 Pseudomonas aeuriginosa Positivo para P. 

aeuriginosa 

Prevotella  

Pseudomonadaceae 

121 Pseudomonas aeuriginosa Positivo para P. 

aeuriginosa 

Corynebacterium  

Pseudomonas 

147 Pseudomonas aeuriginosa Positivo para P. 

aeuriginosa 

Pseudomonas  

14 Stenotrophomonas maltophilia  Stenotrophomonas  

16 Klebsiella pneumoniae  Prevotella  

57 Acinetobacter baumannii Positivo para A. 

baumannii 

Staphylococcus  

66 Acinetobacter baumannii Positivo para A. 

baumannii 

Acinetobacter  

77 Acinetobacter baumannii Positivo para A. 

baumannii 

Pseudomonas  

100 Acinetobacter baumannii Negativo para A. 

baumannii 

Acinetobacter  

101 Acinetobacter baumannii Positivo para A. 

baumannii 

Acinetobacter  

157 Acinetobacter baumannii Positivo para A. 

baumannii 

Mycoplasma  

Neumonía adquirida en la comunidad 

7 Streptococcus viridans  Streptococcus  
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85 Acinetobacter baumannii Positivo para A. 

baumannii 

Pseudomonas  

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. 

catarrhalis 

Stenotrophomonas  

160 Staphylococcus epidermidis Negativo para S. 

epidermidis 

Acinetobacter  

Tabla 13. Resumen para la identificación de patógenos bacterianos por PCR punto final. Los 
microorganismos colocados en la sección de QIIME corresponden al de mayor abundancia en cada 
muestra. Aquellos  sombreados de gris corresponden a microorganismos que tienen la concordancia 
del reporte de Bacteriología 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 

secuenciación del gen ARNr 16S.  

 

Se logró identificar un patrón de microorganismos en pacientes con neumonía 

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

 

Este estudio aporta conocimiento nuevo en el microbioma respiratorio bajo en 

pacientes con neumonía, siendo el primero en México para la caracterización 

mediante el uso de tecnologías NGS. 

 

 
 
 
PERSPECTIVAS 
 

 Aumentar el número de pacientes para lograr realizar las asociaciones con 

el historial clínico y utilizando una mayor profundidad de secuenciación para 

lograr identificar microorganismos que no fueron posibles detectar. 
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 Realizar un estudio longitudinal para analizar las diferencias en la microbiota 

durante la neumonía (sin medicación), durante el tratamiento de la infección 

y al lograr un estado saludable. 

 

 A partir del ADN total que se obtuvo de las muestras de expectoración, 

realizar un estudio de secuenciación por shutgun y determinar que 

microorganismos se encuentran presentes (bacterias, hongos, virus), así 

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

Se realizó la extracción de ADN total de cada una de las muestras, utilizando 
QIAmp® UCP Pathogen Mini kit de  QIAGEN. A continuación se describe la 
metodología proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y reactivos están 
incluidos en el kit.  
 

1. Antes de empezar la extracción, agregar 100 µL de reactivo DX a 15 mL de 

Buffer ATL. Si se necesitan cantidades más pequeñas, transferir 1.5 mL de 

Buffer ATL a un tubo estéril de 2 mL y agregar 10 µL de reactivo DX. Mezclar 

bien después de agregar el reactivo DX. Después de la preparación la mezcla 

es estable por 6 meses a temperatura ambiente (15-25 °C). 

 

2. Agregar 1 mL de la expectoración al tubo “Pathogen Lysis” y centrifugar el 

tubo por 5 min a máxima 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 µL del Buffer ATL (que contiene el reactivo DX) y resuspender 

el pellet. 

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

 
6. Centrifugar el tubo por 5 s a  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 µL de solución “MD3” al sobrenadante 

y mezclar en vórtex por 5 segundos. (La solución MD3 permite la unión de 

ADN genómico a la membrana del filtro). 

 
8. Cuidadosamente transferir 400 µL de sobrenadante del tubo Pathogen Lysis 

en un tubo limpio de 2 mL sin remover ninguna perla de vidrio.  

 
9. Adicionar 40 µL 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 µL 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 µL de etanol al lisado. Mezclar por pulso-vortex 15-30 s. 

 

15.  Cuidadosamente aplicar 600 µL de la mezcla del paso 14 a la columna 

“QIAamp 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 µL 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 µL Buffer APW2 sin 

humedecer el borde. Centrifugar a máxima 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 colección con el filtrado. Centrifugar a 

máxima 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 elución nuevo de 1.5 mL y desechar el tubo de 

colecta. 

  

21. Cuidadosamente aplicar 30 µL de Buffer AVE al centro de la membrana. 

Cerrar la tapa e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto y centrifugar a 

máxima velocidad por 1 min para eluir el ADN. 

 

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

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

 

La integridad del ADN se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, 100 

V, en solución buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizó el marcador de peso 

molecular 1 kb DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.  

 

 

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

El ADN extraído para cada muestra fue utilizado como templado para la 

amplificación por PCR de sus respectivos ADNr 16S. Para la amplificación del ADNr 

16S se utilizó “Platinum PCR Super Mix High Fidelity” (Invitrogen) y los primers para 

las regiones V3-V4 (en negrita) junto con su adaptador específico de Ilumina: 341F 

(5´- TCG TCG 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 reacción se presenta 

en la siguiente tabla.  

 

Mezcla de reacción y condiciones utilizadas para la amplificación del ADNr 16S 
Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 
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 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Platinum Mix 22.5 µL 95 3 1/desnaturalización 
inicial 

Primer 341F 
(0.25µM) 

0.625 µL 95 30 s  
25 / amplificación 

Primer 805R 
(0.25µM) 

0.625 µL 55 30 s 

Templado (ADN 
total: 200 ng/µL) 

----- 72 30 s 

 25 µL 72 5 1/extensión 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 µL. 

 

La integridad del producto de PCR se analizó por electroforesis en gel de agarosa 

al 2 %, 100 V, en solución buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizó el marcador 

de peso molecular 100 bp DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.  
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Anexo 3. Purificación del producto de PCR 
 
Para eliminar residuos de la reacción de amplificación se empleó el kit de 
purificación ChargeSwitch® PCR Clean-Up Kit, Invitrogen. A continuación se 
describe la metodología proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y 
reactivos están incluidos en el kit. 
 
Unión del ADN 

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

distribuirlas uniformemente. 

 

2. Transferir 25-50 µL producto de PCR a tubos estériles de microcentrífuga de 

1.5 mL. 

 
3. Agregar 25 µL (para 25 µL de producto de PCR) o 50 µL (para 50 µL de 

producto de PCR) de “Purification Buffer (N5)” al tubo. 

 
4. Agregar 10 µL de perlas magnéticas al tubo y pipetear arriba y abajo 

gentilmente para mezclar sin formar burbujas. 

 
5. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. 

 
6. Colocar las muestras en la estación base MagnaRackTM por 1 minuto o hasta 

que las perlas formen un pellet compacto. 

 
7. Sin remover el tubo del MagnaRackTM, cuidadosamente remover y descartar 

el sobrenadante sin alterar el pellet de perlas inclinando la pipeta tal que la 

punta está apuntando lejos del pellet. 

 Lavado de ADN 
8. Remover el tubo que contiene el pellet de perlas del MagnaRackTM. 

 
9. Agregar 150 µL de “Wash Buffer (W12)” al tubo y pipetear arriba y abajo 

gentilmente para mezclar sin formar burbujas. 

 
10. Colocar las muestras en la estación base MagnaRackTM por 1 minuto o hasta 

que las perlas formen un pellet compacto. 

 
11. Sin remover el tubo del MagnaRackTM, cuidadosamente remover y descartar 

el sobrenadante sin alterar el pellet de perlas inclinando la pipeta tal que la 

punta está apuntando lejos del pellet. 

 

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

 

14. Agregar 25-50 µL “Elution Buffer (E5; 10 mM Tris-HCl, 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 estación base MagnaRackTM por 1 minuto o hasta 

que las perlas formen un pellet compacto. 

 

17. Sin remover el tubo del MagnaRackTM, cuidadosamente transferir el 

sobrenadante que contiene el producto de PCR purificado a un tubo estéril 

de microcentrífuga 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 índices duales y los adaptadores de secuenciación de Illumina. 

Una vez purificado el producto de PCR, realizar como indica la siguiente tabla la 

mezcla de la reacción y las condiciones indicadas. 

 

Mezcla de reacción y condiciones utilizadas para el INDEX PCR 
Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Platinum Mix 35 µL 95 3 1/desnaturalización 
inicial 

Índice Primer 1 
(N7XX) 

5 µL 95 30 s  
8 / amplificación 

Índice Primer 2 
(S5XX) 

5 µL 55 30 s 

Producto PCR 
purificado 

5 µL 72 30 s 

 50 µL 72 5 1/extensión final 
Pipetear arriba y abajo gentilmente para mezclar correctamente y evitar la formación 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 analizó por electroforesis en gel de 

agarosa al 2 %, 100 V, en solución buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizó el 

marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder de la marca Thermo Scientific®.  

Cuantificar los productos de PCR por Qubit y verificar el tamaño de la biblioteca, 

usando el TapeStation. 

Seguir el manual: Preparación de la biblioteca de secuenciación metagenómica de 

Illumina para la Normalización, agrupamiento de la biblioteca, desnaturalización y 

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

 

IDENTIFICACIÓN Escherichia coli: β-glucorinidasa (uidA) 
 

Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Master Mix 12.5 µL 94 3 1/desnaturalización 
inicial 

uidA F(0.25 µM) *0.625 
µL 

94 45 s  
30 / amplificación 

uidA R(0.25 µM) *0.625 
µL 

55 45 s 

Templado (ADN 
total: 50 ng/µL) 

----- 72 1 

Agua grado BM c.b.p. 25 
µL 

72 10 1/extensión final 

Volumen final 25 µL  

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solución stock (10 µM) para obtener 
la concentración final de 0.25 µM 
 
 
 
 
 
 
IDENTIFICACIÓN Acinetobacter baumanii: β-lactamasa tipo OXA-51 (blaOXA-51-like) 
 

Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Master Mix 12.5 µL 94 3 1/desnaturalización 
inicial 

blaOXA-51-like F 
(0.25 µM) 

*0.625 
µL 

94 45 s  
 

30 / amplificación blaOXA-51-like R 
(0.25 µM) 

*0.625 
µL 

57 45 s 

Templado (ADN 
total: 50 ng/µL) 

----- 72 1 

Agua grado BM c.b.p. 25 
µL 

72 5 1/extensión final 

Volumen final 25 µL  

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solución stock (10 µM) para obtener 
la concentración final de 0.25 µM 
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IDENTIFICACIÓN Acinetobacter baumanii: Región espaciadora intergénica (Ab-ITS) 
 

Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Master Mix 12.5 µL 94 5 1/desnaturalización 
inicial 

Ab-ITS F 
(0.25 µM) 

*0.625 
µL 

94 30 s  
 

30 / amplificación Ab-ITS R 
(0.25 µM) 

*0.625 
µL 

55 30 s 

Templado (ADN 
total: 50 ng/µL) 

----- 72 30 s 

Agua grado BM c.b.p. 25 
µL 

72 10 1/extensión final 

Volumen final 25 µL  

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solución stock (10 µM) para obtener 
la concentración final de 0.25 µM 
 
 
 
 
 
 
IDENTIFICACIÓN Moraxella catarrhalis: Proteína de membrana externa (copB) 
 

Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Master Mix 12.5 µL 94 3 1/desnaturalización 
inicial 

copB F (0.25 µM) *0.625 
µL 

94 45 s  
 

30 / amplificación copB R (0.25 µM) *0.625 
µL 

60 45 s 

Templado (ADN 
total: 50 ng/µL) 

----- 72 45 s 

Agua grado BM c.b.p. 25 
µL 

72 5 1/extensión final 

Volumen final 25 µL  

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solución stock (10 µM) para obtener 
la concentración final de 0.25 µM 
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IDENTIFICACIÓN Pseudomonas aeuriginosa : ADN girasa subunidad B (gyrB) 
 

Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Master Mix 12.5 µL 94 3 1/desnaturalización 
inicial 

gyrB F (0.25 µM) *0.625 
µL 

94 45 s  
 

35 / amplificación gyrB  R (0.25 µM) *0.625 
µL 

63 45 s 

Templado (ADN 
total: 50 ng/µL) 

----- 72 1 

Agua grado BM c.b.p. 25 
µL 

72 5 1/extensión final 

Volumen final 25 µL  

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solución stock (10 µM) para obtener 
la concentración final de 0.25 µM 
 
 
 
 
 
 
IDENTIFICACIÓN Staphylococcus epidermidis: Región cromosomal específica   
 

Mezcla de reacción (X1) Condiciones de reacción 

 Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min) No. Ciclos / etapa 

Master Mix 12.5 µL 92 3 1/desnaturalización 
inicial 

Se F (0.25 µM) *0.625 
µL 

92 1  
 

30 / amplificación Se  R (0.25 µM) *0.625 
µL 

56 1 

Templado (ADN 
total: 50 ng/µL) 

----- 72 1 

Agua grado BM c.b.p. 25 
µL 

72 3 1/extensión final 

Volumen final 25 µL  

*Cantidad que se toma de determinado primer de una solución stock (10 µM) para obtener 
la concentración final de 0.25 µM 
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Anexo 6. Tabla completa de asignación taxonómica por QIIME2 de las 28 muestras. 

 

Muestra Familia % Género % Especie % Nivel de confianza Secuencias únicas Bacteriología

1 Prevotellaceae 25.1 Prevotella 25.1 Prevotella melaninogenica 19.5 0.99 621 Streptococcus viridans

Micrococcaceae 20.8 Rothia 20.8 Rothia mucilaginosa 20.8 0.99 Enterobacter cloacae

Streptococcaceae 15.5 Streptococcus 14.9 Streptococcus infantis 4 0.84

Porphyromonadaceae 11.1 Porphyromonas 11.1 NA NA 0.99

2 Veillonellaceae 20 Veillonella 20 Veillonella dispar 15.4 0.99 722 Streptococcus viridans

Veillonella parvula 4.6 0.98 Klebsiella pneumoniae

Streptococcaceae 13.9 Streptococcus 13.9 Stretococcus sobrinus 5.1 0.99 Pseudomonas Fluorescens/putida

Prevotellaceae 13.7 Prevotella 13.7 Prevotella melaninogenica 3.9 0.99 Enterobacter cloacae

Porphyromonadaceae 12.5 Porphyromonas 12.5 Porphyromonas endodontalis 10.7 1

3 Prevotellaceae 15.2 Prevotella 15.2 Prevotella pallens 8.4 0.99 978 Haemophilus parainfluenzaeBiotipo III

Prevotella nanceiensis 5.3 0.99

Veillonellaceae 15.1 Veillonella 15.1 Veillonella parvula 14.9 0.94

Neisseriaceae 13.3 Neisseria 11.8 Neisseria subflava 10.7 0.86

Pasteurellaceae 12 Haemophilus 9.8 Haemophilus parainfluenzae 9.8 0.99

7 Streptococcaceae 38.3 Streptococcus 32 Streptococcus anginosus 3.9 0.99 738 Streptococcus viridans

Oxalobacteraceae 12.9 Ralstonia 12.9 NA NA 0.99

Veillonellaceae 10.6 Veillonella 9.6 Veillonella dispar 8 0.99

Veillonella parvula 1.6 0.88

Micrococcaceae 7.3 Rothia 7.3 Rothia mucilaginosa 7.3 0.99

8 Prevotellaceae 17.6 Prevotella 17.6 Prevotella melaninogenica 7.9 0.99 937 Streptococcus viridans

Prevotella pallens 3.2 0.99 Staphylococcus epidermidis

Actinomycetaceae 13 Actinomyces 13 NA NA 0.99

Veillonellaceae 12.4 Veillonella 12.4 Veillonella dispar 12.4 0.97

Oxalobacteraceae 9.3 Ralstonia 9.3 NA NA 0.99

9 Leuconostocaceae 15.3 Leuconostoc 15.3 NA NA 0.99 813 Streptococcus viridans

Bacteroidaceae 14.5 Bacteroides 14.5 Bacteroides ovatus 4.2 0.71

Micrococcaceae 13.5 Rothia 13.5 Rothia mucilaginosa 7 0.99

Rothia dentocariosa 6.5 0.99

Fusobacteriaceae 12.7 Fusobacterium 12.7 NA NA 0.99

10 Oxalobacteraceae 43 Ralstonia 43 NA NA 0.99 674 Staphylococcus epidermidis

Pseudomonadaceae 13.7 Pseudomonas 6.1 NA NA 0.76

Lactobacillaceae 12.2 Lactobacillus 12.2 Lactobacillus zeae 12.2 0.99

Veillonellaceae 9.8 Veillonella 9.8 Veillonella dispar 9.8 0.93
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Anexo 6. Continuación 

 

11 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 13.4 Haemophilus 13.4 Haemophilus parainfluenzae 13.4 0.99

Prevotellaceae 10.7 Prevotella 10.7 Prevotella pallens 1.4 0.99

12 Pseudomonadaceae 61.3 Pseudomonas 37.7 NA NA 0.78 1031 Pseudomonas aeuriginosa

Porphyromonadaceae 12.6 Porphyromonas 12.6 NA NA 0.99

Staphylococcaceae 7.2 Staphylococcus 7.2 NA NA 0.98

Oxalobacteraceae 6.5 Ralstonia 6.5 NA NA 0.99

13 Prevotellaceae 26.2 Prevotella 26.2 Prevotella nanceiensis 11.6 0.99 736 Pseudomonas aeuriginosa

Prevotella melaninogenica 4.4 0.99

Burkholderiaceae 13.2 Burkholderia 13.2 NA NA 0.99

[Paraprevotellaceae] 12.5 [Prevotella] 12.5 [Prevotella tannerae] 2.6 1

Moraxellaceae 11.6 Acinetobacter 11.6 Acinetobacter guillouiae 11.6 0.72

14 Xanthomonadaceae 78.1 Stenotrophomonas 78.1 Stenotrophomonas geniculata 78.1 0.77 388 Stenotrophomonas maltophilia

Oxalobacteraceae 11.6 Ralstonia 11.6 NA NA 0.99

Lachnospiraceae 5.4 Roseburia 5.4 Roseburia faecis 5.4 0.82

Pseudomonadaceae 4.9 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 7.4 0.99

[Paraprevotellaceae] 16.5 [Prevotella] 16.5 [Prevotella tannerae] 7.9 1

Fusobacteriaceae 11.2 Fusobacterium 11.2 NA NA 0.99

Tissierellaceae 6.8 Parvimonas 6.8 NA NA 0.99
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Anexo 6. Continuación 

 

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

66 Moraxellaceae 47.8 Acinetobacter 47.8 Acinetobacter guillouiae 15.7 0.72 364 Acinetobacter baumannii 
Staphylococcaceae 44.5 Staphylococcus 44.5 NA NA 0.97

77 Pseudomonadaceae 76.7 Pseudomonas 35.9 NA NA 0.78 262 Acinetobacter baumannii 
Moraxellaceae 23.3 Acinetobacter 23.3 Acinetobacter guillouiae 7.6 0.72

85 Pseudomonadaceae 32.8 Pseudomonas 14.1 NA NA 0.78 397 Acinetobacter baumannii 
Moraxellaceae 32.2 Acinetobacter 32.2 NA NA 0.99

Enterobacteriaceae 19.4 Escherichia 16.1 Escherichia coli 16.1 0.96

Streptococcaceae 15.6 Streptococcus 15.6 Streptococcus anginosus 15.6 0.99

94 Enterobacteriaceae 51.5 Escherichia 51.5 Escherichia coli 51.5 0.96 204 Escherichia coli
Moraxellaceae 48.5 Acinetobacter 43.1 Acinetobacter guillouiae 17.7 0.72

97 Prevotellaceae 22.7 Prevotella 22.7 Prevotella melaninogenica 15.4 0.99 635 Escherichia coli
Prevotella nigrescens 2.1 0.99

Oxalobacteraceae 15.6 Ralstonia 15.6 NA NA 0.99

Corynebacteriaceae 12.1 Corynebacterium 12.1 NA NA 0.99

Streptococcaceae 7.7 Streptococcus 7.7 Streptococcus infantis 2.2 0.74

Streptococcus sobrinus 2.7 0.99

98 Pseudomonadaceae 84.5 Pseudomonas 47.4 NA NA 0.78 908 Pseudomonas aeuriginosa
Corynebacteriaceae 7.8 Corynebacterium 7.8 NA NA 0.99

Bifidobacteriaceae 6.3 Gardnerella 6.3 NA NA 0.99

Xanthomonadaceae 1.4 Stenotrophomonas 1.4 NA NA 0.99

100 Moraxellaceae 30.2 Acinetobacter 30.2 Acinetobacter rhizospherae 30.2 0.99 301 Acinetobacter baumannii 

Enterobacteriaceae 24.9 NA NA NA NA 0.98

Prevotellaceae 19.3 Prevotella 19.3 Prevotella melaninogenica 11 0.99

Fusobacteriaceae 15.6 Fusobacterium 15.6 NA NA 0.98
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Anexo 6. Continuació

101 Moraxellaceae 70.8 Acinetobacter 70.8 NA NA 0.99 240 Acinetobacter baumannii 
Enterobacteriaceae 29.2 Escherichia 24.2 Escherichia coli 24.2 0.96

108 Enterobacteriaceae 77.4 Escherichia 77.4 Escherichia coli 77.4 0.97 833 Escherichia coli
Staphylococcaceae 8.9 Staphylococcus 8.9 NA NA 0.98

Corynebacteriaceae 8.2 Corynebacterium 8.2 NA NA 0.99

Bifidobacteriaceae 3.8 Bifidobacterium 3.8 Bifidobacterium breve 3.8 0.98

110 Prevotellaceae 34.5 Prevotella 34.5 Prevotella melaninogenica 7.5 0.99 1314 Pseudomonas aeuriginosa
Prevotella nanceiensis 4 0.99

Prevotella pallens 2.9 0.99

[Paraprevotellaceae] 20.1 [Prevotella] 20.1 NA NA 0.99

Streptococcaceae 9.9 Streptococcus 9.9 Streptococcus anginosus 9.9 0.99

Pseudomonadaceae 9.1 NA NA NA NA 0.99

121 Corynebacteriaceae 48.2 Corynebacterium 48.2 NA NA 0.97 1130 Pseudomonas aeuriginosa
Pseudomonadaceae 36.2 Pseudomonas 20 NA NA 0.78

Carnobacteriaceae 5.1 Granulicatella 5.1 NA NA 0.98

Enterococcaceae 3.5 Enterococcus 3.5 NA NA 0.97

147 Pseudomonadaceae 100 Pseudomonas 56.2 NA NA 0.78 1357 Pseudomonas aeuriginosa

156 Xanthomonadaceae 30.2 Stenotrophomonas 30.2 Stenotrophomonas geniculata 30.2 0.77 749 Moraxella catarrhalis
Prevotellaceae 13.9 Prevotella 13.9 Prevotella nanceiensis 10.8 0.99 Streptococcus viridans

Prevotella melaninogenica 3.1 0.99

Porphyromonadaceae 10.8 Porphyromonas 10.8 Porphyromonas endodontalis 2.4 1

Gemellaceae 6.8 NA NA NA NA 0.99

157 Mycoplasmataceae 75.7 Mycoplasma 50.8 NA NA 0.99 317 Acinetobacter baumannii 
Ureaplama 24.9 NA NA 0.99

Oxalobacteraceae 17 Ralstonia 17 NA NA 0.99

Pseudomonadaceae 4.1 NA NA NA NA 0.99

Staphylococcaceae 1.9 Staphylococcus 1.9 NA NA 0.97

160 Moraxellaceae 56.2 Acinetobacter 56.2 Acinetobacter guillouiae 14.5 0.72 297 Staphylococcus epidermidis
Xanthomonadaceae 39.7 Stenotrophomonas 39.7 Stenotrophomonas geniculata 30.3 0.77
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