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RESUMEN

La rinosinusitis aguda (RSA) y crénica (RSC) son enfermedades con fisiopatologias diferentes, sin
embargo, la mayor parte de los pacientes con RSC refieren haber comenzado con un cuadro agudo
no resuelto. Es probable que durante una RSA se generen modificaciones en el microbioma
nasosinusal que asemejan a lo encontrado en los casos crénicos.

OBJETIVO

Comparar la composicién del microbioma nasosinusal en RSA'y RSC. Como objetivo secundario, se
buscaron asociaciones entre los indices de diversidad alfa y beta con variables clinicas.
METODOLOGIA

Estudio de corte transversal que incluyd pacientes con RSA viral (RSAV) y RSC valorados en dos
centros de referencia. Se obtuvieron muestras de meato medio para analisis de la regién V3-V4
del gen 16SrRNA. Se construyeron variantes en la secuencia del amplicon (ASVs) y se asigné
taxonomia utilizando la base de datos SILVA v132. Se analizo la diversidad alfa y beta, asi como los
taxa mas frecuentes segun el tipo de rinosinusitis. Se asocid la edad, puntuacion en SNOT-22 y
hallazgos endoscdpicos con los indices de diversidad.

RESULTADOS

Se analizaron 25 muestras (12 en RSAV y 13 en RSC) de pacientes entre 18-79 afios. Se observo un
agrupamiento de las muestras segun el tipo de rinosinusitis en el PCoA, el cual resulté significativo
(PERMANOVA p = 0.019). En ambos tipos de rinosinusitis, el género mas frecuente fue
Staphylococcus (41% en RSAV vs 47% en RSC). No observamos diferencias significativas en el indice
de diversidad filogenética (Kruskal-Wallis H = 0.0411, p = 0.83) o el indice de igualdad (Kruskal-
Wallis H = 1.1488, p = 0.28), sin embargo, el resultado del ANCOM mostré que el género
Pseudomonas y la familia Burkholderiaceae se encontraron en una proporcién mayor en RSA en
comparacién con RSC. Ninguna de las variables clinicas se asocié de manera significativa con los
indices de diversidad.

CONCLUSIONES

La composicion del microbioma nasosinusal difiere segun el tipo de rinosinusitis. Los resultados

de este estudio permitirdn generar nuevas hipotesis de investigacion.



PREFACIO

La rinosinusitis es una de las enfermedades mds comunes encontradas en la practica
otorrinolaringoldgica. Su prevalencia es del 6-15% en casos agudos y del 2% en casos cronicos.
Actualmente, representa la indicacion mas comun en los Estados Unidos para el uso de
antibioticos, siendo prescritos en 82% de las visitas médicas sin que estén necesariamente
indicados. Los costos directos anualizados por paciente son de aproximadamente $1,100 en casos
recurrentes y de $770 - $2.450 en casos cronicos (1,2). Lo anterior convierte a la rinosinusitis en

un problema importante de salud publica a nivel mundial.

Dependiendo de su tiempo de evolucidn, la rinosinusitis se clasifica en aguda (RSA) y crénica (RSC).
La mayor parte de los casos agudos son secundarios a infecciones virales (RSAV). Estas dos
entidades tienen fisiopatologias muy diferentes; la primera es una enfermedad infecciosa
mientras que la segunda es una enfermedad inflamatoria, sin embargo, la mayor parte de los

pacientes con RSC refieren que su padecimiento inicié posterior a un cuadro agudo.

Gracias a las técnicas de secuenciacion masiva se han podido analizar interacciones
microbioldgicas previamente indetectables por cultivo convencional. Durante una infeccién de via
aérea superior se generan cambios en el microbioma nasosinusal, probablemente como
consecuencia de las interacciones virales y bacterianas (3,4). Pocos estudios han analizado estos
cambios y desconocemos que tan similares son a los observados en RSC. En el caso de esta Ultima
enfermedad, existe una disminucion importante en la diversidad bacteriana con pérdida de

bacterias protectoras (5-9).

Por lo tanto, es posible que la RSAV genere cambios en la biota nasosinusal que, en pacientes
predispuestos, evoluciona a un estado de disbiosis y consecuente RSC. Este trabajo tiene como
propdsito evaluar los cambios que existen en el microbioma nasosinusal en pacientes con RSAV y
compararlos con los observados en RSC. Los resultados de este trabajo ayudaran a entender la
fisiopatologia de la rinosinusitis y la posible transicion de un cuadro agudo a uno cronico. El estudio
del microbioma nasosinusal puede resultar en tratamientos emergentes para pacientes con

rinosinusitis y representa un area activa de investigacion en rinologia.



En las siguientes secciones, se dara al lector un panorama general de la enfermedad con especial

atencidn a las alteraciones microbioldgicas.

1. MARCO TEORICO

1.1 Introduccién

De manera general podemos clasificar a la rinosinusitis segin su tiempo de evolucion en aguda si
tiene menos de 12 semanas, y cronica si lleva mas de doce semanas. La RSC, a su vez, se clasifica
como rinosinusitis con poliposis nasosinusal (RSCcPN) o sin poliposis nasosinusal (RSCsPN). Cuando
un paciente presenta tres o mas episodios al afio de RSA con recuperacion completa entre cada
episodio se clasifica como RSA recurrente. Esta definicion es la mas aceptada a nivel mundial en |a
actualidad a pesar de ser un poco arbitraria, ya que la mayoria de los casos de RSA no sobrepasan
los 10 dias (1,2,10). Existen variantes fungicas de la RSC, como la rinosinusitis fungica alérgica, las
bolas fungicas y las rinosinusitis fungicas invasivas, sin embargo, estas variantes no comparten la
fisiopatologia clasicamente descrita para la RSC, por lo que no se discutiran en este trabajo.
lgualmente, las rinosinusitis secundarias a tumores, iatrogénicas, odontdgenas o postraumaticas
no se describen dentro del espectro clasico de la enfermedad vy, por lo tanto, no se mencionard en

lo que resta del trabajo.

Los sintomas encontrados tanto en la RSA como en la RSC son muy similares. El sintoma mas
comun es la obstruccion nasal, seguido de descarga retronasal, rinorrea, hiposmia, dolor facial y
tos (1,11). En los casos agudos es mas frecuente encontrar fiebre, rinorrea purulenta y dolor facial,
mientras que los casos crénicos presentan predominantemente obstruccion nasal y sintomas
alérgicos. El sintoma cardinal en todo caso de rinosinusitis es la obstruccion nasal, motivo por el
cual representa uno de los criterios diagndsticos mayores para todas las formas de esta

enfermedad (1,2,12,13).

La revision endoscdpica forma parte de la exploracion clinica basica en los casos de rinosinusitis.
En los casos agudos se puede observar descarga purulenta en la cavidad nasal. La RSC, en cambio,
puede manifestarse como una poliposis nasosinusal o se puede evidenciar como una obstruccion

a nivel del complejo ostiomeatal sin la presencia de pdlipos (1,2,12,13).



El diagnodstico es clinico y se apoya en los hallazgos endoscédpicos y tomograficos. La Academia
Americana de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello (AAO-HNS) establece como
definicidn operacional de rinosinusitis cualquier inflamacion de la nariz y senos paranasales (SPN)
gue se acompafie de dos o mas de los siguientes sintomas, uno de los cuales debe de ser
obstruccién nasal o descarga purulenta:

Dolor facial y/o presion

Hiposmia / anosmia
y/o evidencia endoscopica de

Polipos nasales

Descarga mucopurulenta

Edema/obstruccién mucosa en meato medio
y/o evidencia tomografica de

Cambios en el complejo ostiomeatal y/o SPN.

La fisiopatologia de la rinosinusitis es compleja y multifactorial. A grandes rasgos, RSA es causada
por una infeccién de la nariz y los SPN. En su mayoria se trata de infecciones virales y solo el 2%
de los casos tienen una etiologia bacteriana (2). En cambio, la RSC se debe a una inflamacién
persistente de la nariz y los SPN. En la RSCsPN el perfil es de predominio Thl, mientras que en la

variante con poliposis nasosinusal la respuesta es principalmente Th2 (14,15).

1.2 Rinosinusitis aguda

Como se menciond anteriormente, la RSA es un padecimiento de etiologia viral en la mayor parte
de los casos. El virus mas frecuentemente asociado es el rinovirus, seguido de los coronavirus y
otros virus respiratorios. Solo el 2% de los casos se llegan a complicar con una infeccion bacteriana,
sin embargo, el uso de antibidticos no justificado continua siendo un problema grave (2). El cuadro
clinico se caracteriza por rinorrea, tos, dolor o presion facial, obstruccidn nasal, hiposmia, fiebre y
malestar general. De los sintomas mencionados, la rinorrea purulenta, la obstruccion nasal y el
dolor u opresion facial son los mas predictivos de RSA. Es por eso que la Academia Americana de
Otorrinolaringologia y cirugia de Cabeza y Cuello (AAO-HNS) los utiliza como sintomas cardinales
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para el diagndstico de RSA (2). La exploracion fisica suele demostrar descarga purulenta
proveniente del meato medio, la cual puede ser referida como rinorrea o descarga posterior por
los pacientes. La mucosa nasal suele encontrarse edematosa y reseca. A la palpacién, se puede
encontrar dolor en sitios de proyeccion de SPN, aunque este signo es poco sensible y especifico.
Hay que buscar de manera dirigida eritema y dolor intenso en la region periorbitaria y malar, ya
gue nos puede sugerir complicaciones extranasales. La agudeza visual y los movimientos
extraoculares no se alteran a menos de que exista involucro intraorbitario. La cefalea de tipo
migrafioso no suele ser un sintoma comun en esta enfermedad y hay que diferenciarla del dolor

u opresion facial.

La RSAV no requiere antibidticos y suele tratarse de manera sintomatica (2). En ocasiones, los
pacientes pueden presentar fiebre de bajo grado, dolor facial y malestar general, lo cual se puede
manejar con el uso de AINEs. Los lavados nasales con solucidn salina tienen un perfil de efectos
adversos muy favorable y se recomiendan para mejorar las secreciones. Los descongestionantes
nasales como la oximetazolina pueden ofrecer un alivio rdpido para la obstruccién nasal, pero su
uso continuo genera rinitis medicamentosa, por lo que se deben de utilizar por menos de tres dias.
Los antihistaminicos orales pueden ayudar con la secrecion nasal, aunque no hay evidencia para
recomendar su uso de manera rutinaria. Finalmente, los esteroides nasales son frecuentemente
utilizados para mejorar la obstruccién nasal, sin embargo, no hay evidencia suficiente para
recomendar su uso. Un meta andlisis de Cochrane no logré demostrar diferencias con el uso de
esteroides nasales en pacientes con RSAV (16). Los autores resaltan que solo dos ensayos clinicos
tuvieron bajo riesgo de sesgo y no se tuvo un adecuado poder estadistico. Por lo tanto, no
podemos concluir que no exista beneficio con el uso de esteroides nasales. Es necesario contar
con ensayos clinicos aleatorizados y ciegos con suficiente poder estadistico para poder contestar

esta pregunta.

Distinguir entre una RSAV y una infeccion bacteriana es dificil. Ninguno de los sintomas
mencionados predice de manera definitiva una infeccién bacteriana. La secrecién purulenta
frecuentemente se utiliza como argumento para iniciar tratamiento antibidtico, pero puede ser

causada por cuadros virales. Debido a que la mayor parte de los casos se autolimitan, tanto la IDSA



(Infectious Disease Society of America) como la AAO-HNS recomiendan iniciar tratamiento
antibidtico si después de 10 dias no mejoran los sintomas o el paciente empeora (2,17). Este
criterio es especialmente importante, ya que las infecciones virales pueden durar mas de 10 dias,
pero los sintomas siempre tienden a mejorar. Cuando los pacientes reportan una exacerbacién de
sus sintomas después de un periodo de estabilidad (“double worsening” o doble empeoramiento),

es probable que se trate de una sobreinfeccion bacteriana y se debe de tratar con antibidticos.

Las bacterias mas frecuentemente implicadas en la RSA son Streptococcus pneumoniae, Moraxella
catarrhalis y Haemophilus influenzae. En casos complicados, la infeccion puede ser polimicrobiana
y requiere de antibidticos de amplio espectro (18). A partir de la introducciéon de la vacuna contra
neumococo, la proporcién de casos debidos a S. pneumoniae disminuyd, mientras que la
proporcién de casos de M. catarrhalis y H. influenzae incrementd (2,19). A pesar de esto, S.

pneumoniae continla siendo un agente etiolégico importante de RSA.

Dada la microbiologia mencionada, la amoxicilina continta siendo el antibidtico de eleccion para
los casos de RSA bacteriana. Dependiendo de los patrones de resistencia locales, se puede optar
por amoxicilina sola o en combinacién con acido clavuldnico. Para pacientes alérgicos a la
penicilina, la doxiciclina es una buena opcidn, ya que tiene efecto antiinflamatorio agregado
(2,17,20). Las quinolonas respiratorias son una buena alternativa en caso de alergias, pero se debe
de restringir su uso en la medida de lo por su perfil de efectos adversos. Si no se observa mejoria
a los 7 dias de tratamiento, se debe de modificar el antibidtico y obtener cultivos de meato medio
(21). En teoria, la manera ideal de obtener cultivos es con una puncion del seno maxilar, sin
embargo, es raro que se realice este procedimiento fuera del dmbito académico, ya que los
cultivos guiados por endoscopia de meato medio son mucho menos invasivos y tienen un
excelente rendimiento diagnostico. Los cultivos de la cavidad nasal y la nasofaringe no reflejan las
bacterias encontradas en SPN, por lo que no se recomiendan para guiar el tratamiento antibidtico
(2,21). Los esteroides tépicos y los lavados nasales se recomiendan como tratamiento sintomatico
independientemente de |a etiologia. Por el momento, no se recomienda el uso de antihistaminicos

y descongestionantes.



1.3 Interacciones virales y bacterianas en via respiratoria alta

Las infecciones virales en via aérea superior son un factor de riesgo importante para una infeccion
bacteriana subsecuente. Las relaciones entre bacterias, asi como entre virus y bacterias permiten
cuadros de coinfeccion graves. En esta seccidn, se analizardn estas interacciones y su implicacion

para el desarrollo de rinosinusitis.

Normalmente, encontramos multiples bacterias en la nariz y los SPN. La mayoria son comensales
y no generan problemas. De hecho, ciertas bacterias pueden tener un papel “protector” al ayudar
a moderar la respuesta inmune. Bacterias como S. pneumoniae o Staphylococcus aureus también
forman parte de la biota normal, aunque se asocian a enfermedades infecciosas en nariz y SPN
(22). Para que una persona desarrolle una infeccién de via aérea superior (IVAS) bacteriana, la
cantidad de bacterias patogenas debe de incrementar con respecto al total de bacterias y al
nuimero de comensales “protectores”. Para lograrlo, primero debe de colonizar el sitio anatémico

a infectar.

La probabilidad que una bacteria tiene de colonizar un nicho ecolégico depende en parte de la
biota que reside en dicho sitio. Un ejemplo concreto es la relaciéon entre H. influenzae y S.
pneumoniae. En un trabajo realizado por Margolis y cols. (23), los autores inocularon H. influenzae
en la nasofaringe de ratas previamente colonizadas por S. pneumoniae y observaron que la
densidad de H. influenzae incrementd con respecto a ratas no colonizadas. Este efecto sinergista
podrd deberse a que S. pneumoniae libera recursos que no son accesibles de otra forma a H.
influenzae. En cambio, la densidad de S. pneumoniae no incrementd cuando las ratas fueron
pretratadas con H. influenzae. En el humano, estas bacterias conviven en la nasofaringe, por lo
que interactuan constantemente. Una de sus relaciones involucra a la fosforilcolina, una molécula
que se utiliza durante la adhesioén celular. Ambas bacterias son capaces de expresarla, pero H.
influenzae no la requiere para sobrevivir. Esto permite que H. influenzae induzca la produccion de
anticuerpos anti-fosforilcolina y, posteriormente, inhiba su expresion. De esta manera, dirige la
respuesta inmune contra S. pneumoniae (24). S. aureus también compite con S. pneumoniae por
el mismo nicho ecolégico. Por lo tanto, la disminucién de una se asocia a la expansion de la otra

(25).



La via aérea superior esta colonizada por multiples bacterias que interactlan entre si, por lo que
estas relaciones se complican de manera exponencial. En una persona sana, existe un equilibrio
entre todos los miembros de la comunidad (incluido el huésped). Estas interacciones forman una
red que se mantiene gracias a la presencia de microorganismos “gatekeepers”, cuyo papel es
balancear el ambiente y mantener la estabilidad (26,27). Una infeccidn viral puede romper este

equilibrio y propiciar la colonizacién e invasién de bacterias patégenas (28).

La coinfeccion por virus y bacterias es frecuente y puede tener consecuencias graves. Los casos de
neumonia adquirida en la comunidad tienen una mortalidad significativamente mayor cuando
existe coinfeccion viral y bacteriana (29). Las IVAS inician como cuadros virales, pero pueden sobre
infectarse y terminar en RSA bacterianas. Existen diversos mecanismos que facilitan la coexistencia
entre virus y bacterias. En primer lugar, algunas infecciones virales aumentan la capacidad de
bacterias como S. pneumoniae o S. aureus de adherirse al epitelio. Rinovirus, por ejemplo,
aumenta la expresiéon de ICAM-1 en el epitelio respiratorio, facilitando la adhesion de H.
influenzae. De la misma manera, RSV y parainfluenza aumentan la expresién del receptor del
factor activador de plaquetas (PAFr) utilizado por S. pneumoniae y H. influenzae para su adhesién
(24). Las infecciones virales también generan una disrupcion en la barrera epitelial. Esto facilita la
invasion celular y adhesion bacteriana. En el caso particular de S. pneumoniae, la disrupcion
epitelial expone fibronectina en la membrana basal y facilita su adhesién (24). La respuesta
inmune montada contra los virus respiratorios puede entorpecer la eliminacién de bacterias.
Ejemplos incluyen el aumento de INF-gama, disminucion de TNF-alfa, menor nimero de
neutrofilos reclutados, disminucion de la capacidad fagocitica de monocitos y disminucion de la
respuesta mediada por células NK (24). En conjunto, los cambios que ocurren en una infeccion
viral facilitan la adhesion, invasién y evasion de la respuesta inmune de bacterias patoldgicas en el

humano.

Los mecanismos anteriores benefician desproporcionadamente a bacterias como S. pneumoniae,
S. aureus y H. influenzae, resultando en cambios en la composicién de la biota (24,30). Kloepfer y

colaboradores (28) realizaron un subanadlisis del estudio “RhinoGen” y observaron que la



composicion del microbioma nasosinusal diferia entre pacientes sanos, con rinovirus
asintomaticos y con exacerbaciones de asma por rinovirus. Ellos observaron que los géneros mas
frecuentes en pacientes sin rinovirus fueron Dolosigranulum (12.2%), Streptococcus (11.3%),
Staphylococcus (10.1%) y Corynebacterium (9.7%). Cuando se analizaron los pacientes con
rinovirus de manera global, se observd un incremento en Dolosigranulum y Moraxella. Estudiando
los resultados a detalle, encontraron que ambos grupos de rinovirus (sintomatico y exacerbacion
de asma) presentaban un aumento en Moraxella, sin embargo, Corynebacterium y Dolosigranulum
incrementaban en el grupo asintomatico y disminuian en el grupo con exacerbaciones. Al analizar
el cambio en unidades taxondmicas operacionales (OTUs) por la cantidad de rinovirus, los autores
encontraron un aumento de Steptococcus y Haemophilus directamente proporcional al aumento
en la cantidad de rinovirus. De manera inversa, al aumentar la cantidad de rinovirus, disminuia el
nimero de OTUs correspondientes a Dolosigranulum vy Corynebacterium. Los resultados
anteriores nos indican que rinovirus es capaz de modificar la composiciéon del microbioma y que
el cambio es proporcional a la cantidad de particulas virales presentes (28). El estudio anterior
sugiere que Corynebacterium y Dolosigranulum tienen un papel protector en las IVAS. Ambos
géneros se han asociado a una disminucion en la abundancia de Streptococcus y disminuyen el

riesgo de otitis media aguda en nifios (31).

A manera de resumen, una infeccién viral puede propiciar la expansion de bacterias causantes de
RSA bacteriana al incrementar su adherencia al epitelio respiratorio, perturbar la barrera epitelial
y alterar la respuesta inmunoldgica. Al mismo tiempo, estas bacterias patoldgicas compiten entre
ellas y modifican el ecosistema nasosinusal. El conjunto de estas interacciones resulta en una
disminucién de bacterias protectoras como Corynebacterium y Dolosigranulum e incrementa la

densidad de bacterias patoldégicas.

Es importante resaltar que la gran mayoria de las RSAV resuelven sin dejar secuelas a largo plazo.
Un porcentaje pequefio de pacientes persiste con los sintomas y desarrolla una RSC. Hay multiples
factores genéticos y ambientales involucrados en el desarrollo de esta enfermedad, lo cual explica

porgué la mayor parte de los pacientes con IVAS no progresan a la cronicidad. En la siguiente



seccion, se desarrollaran las diferentes teorias sobre la fisiopatologia de la RSC y se hablara

brevemente sobre su tratamiento.

1.4 Rinosinusitis cronica

La RSC es una enfermedad inflamatoria. Tiene un componente infeccioso importante, sobre todo
en las exacerbaciones, pero su fondo siempre es inflamacidn crénica en nariz y SPN. El 15% de la
poblacién en Estados Unidos refiere sintomas nasosinusales por mas de 3 meses y 2% de la
poblacion tienen un diagndstico corroborado de RSC (1). El mecanismo basico involucra
inflamacion de la nariz y los SPN que dificulta el drenaje. Como consecuencia, se generan los
sintomas caracteristicos de la enfermedad, sin embargo, existen muchas interrogantes sobre

porqué se inflaman los SPN en primer lugar.

La etiologia de la RSC es multifactorial, por lo que no tiene un patron de herencia cldsico. La mayor
parte de los estudios genéticos se han enfocado en polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs).
Dentro de los genes estudiados resaltan CFTR, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ, CD-14,
IRAK-4, LFT, NOS1, IL1RL1, IL-4, IL-13, IL-33, TNF, LTC4S, PTGDR, entre otros (32—34). Los genes
asociados al HLA presentan una asociacion importante con el desarrollo de RSC. En poblacién
mexicana se demostrd una asociacion entre HLA-DRB1*03 vy la presencia de poliposis nasosinusal
(OR=2.9;1C95% 1.2 —4.2) (35). Estos resultados difieren de lo encontrado en poblacion caucasica,
en donde HLA-DR7 tiene mayor asociacion. Lo anterior refuerza un probable componente

inmunoldgico importante en la fisiopatologia de la RSC.

Uno de los factores de riesgo mas importante para el desarrollo de RSC es la atopia (12). La
patologia nasosinusal frecuentemente coexiste con cuadros de rinitis alérgica y asma, lo cual
confunde el diagndstico. La rinitis alérgica particularmente coexiste con la RSC en mas del 25% de
los casos (1). En el caso del asma, se ha observado que 31% y 42% de los pacientes con RSCcPN
presentan sibilancias y disnea respectivamente (36). Un subgrupo de pacientes con RSCcPN y asma
presentan intolerancia a los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Esta triada se conoce como
Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina (EREA), antiguamente llamada Triada de

Samter.
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Los trastornos de la motilidad ciliar adquiridos y congénitos, estados de inmunocompromiso,
reflujo laringo faringeo, tabaquismo y cirugia nasal previa representan factores de riesgo para RSC
de cualquier tipo (1,2). Las alteraciones anatémicas como las desviaciones septales, celdillas de
Haller y los cornetes neumatizados, no han demostrado aumentar la probabilidad de RSC por si

solas (37).

Existen diferentes teorias sobre la génesis de la RSC (7,14). En un inicio, se pensaba que las
infecciones fungicas eran responsables de los sintomas e incluso se llegaban a recetar antifungicos
sistémicos como tratamiento inicial de RSC. La teoria fungica, propuesta por primera vez en la
Clinica Mayo, postulaba que el estimulo inicial para el desarrollo de la RSC era la exposicién a
antigenos provenientes de hongos del género Alternaria (7). Esta teoria ha sido abandonada
debido a que no se ha podido reproducir esta respuesta in vitro y a que los antifungicos no han

mostrado mejoria clinica en estos pacientes.

La teoria de los superantigenos postula que las exotoxinas producidas por el S. aureus
desencadenan una respuesta Th2 al actuar como superantigenos. Las toxinas generan una
respuesta mediada por Ig y aumentan la concentraciéon de eosindfilos y citocinas Th2,
principalmente IL-5 e IL-13. Existen multiples articulos que apoyan este mecanismo tanto en la
RSCcPN como en el asma y en la EREA (38—-41), sin embargo, no todas las bacterias aisladas son
productoras de exotoxinas, por lo que dicha teoria no explica por completo la enfermedad. De
manera alternativa, se ha propuesto que el peptidoglicano de la pared celular bacteriana puede

generar una respuesta Th2 por un mecanismo mediado por TLR2 (42,43).

La teoria de las biopeliculas y la teoria del microbioma complementan los mecanismos descritos
en el parrafo anterior. Las biopeliculas (o biofilms en ingles) son estructuras complejas formadas
por colonias bacterianas embebidas en una matriz extracelular compuesta de polisacaridos, acidos
nucleicos y proteinas, que permiten a las bacterias disminuir su actividad metabdlica y evadir la
respuesta inmunoldgica del huésped. El biofilm dificulta la penetracion de antibidticos y, por lo

tanto, es un factor protector para las bacterias que residen en el mismo (44). Se ha observado
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biofilm tanto en el seno maxilar como en otros SPN, encontrandose en 42 — 75% de los pacientes
que entran a cirugia nasosinusal (7,45,46). Una de las bacterias productoras de biofilm que se

encuentra con mayor frecuencia en la RSC es el S. aureus.

La teoria del microbioma, por otro lado, postula que el balance que existe entre las diferentes
bacterias en la nariz y los SPN se altera en la RSC. Dependiendo del tipo de RSC, este desbalance

puede propiciar una respuesta Th1-Th17 (RSCsPN) o Th2 (RSCcPN y EREA).

El microbioma bacteriano se refiere al material genético derivado de las bacterias que coexisten
en el organismo humano, mientras que la biota o microbiota bacteriana se refiere a los
microorganismos en particular. En los ultimos 10 afios, se ha buscado identificar dichas bacterias
y su relacién con la fisiologia humana. En condiciones normales, se pueden encontrar mas de 900
especies diferentes de bacterias la nariz y los SPN. Bacterias pertenecientes a las phyla Firmicutes,
Actinobacteria y Bacteroides se encuentran en practicamente todos los pacientes sanos. Ciertos
géneros se han asociado a un ambiente sano. En particular, Burkholderia y Cutibacterium pudieran
tener un papel protector al ayudar a mantener la estabilidad de la biota (47-49). Existen
mecanismos activos y pasivos por los cuales éstas y otras bacterias pueden ayudar a balancear la
biota. De manera activa, pueden secretar compuestos antibacterianos, como la bacteriocina
secretada por Cutibacterium. De manera pasiva, compiten por espacio fisico con bacterias
patégenas (47). Un meta-andlisis realizado por Wagner y cols. (49) demostrd que al remover
a Burkholderia y a Cutibacterium de pacientes sanos, se observaba una fragmentacién importante
de la red de interaccidn bacteriana. En este mismo estudio, Corynebacterium se asocié a RSC,

mientras que la familia Corynebacteriaceae se asocio a sujetos sanos.

El caso de Corynebacterium es especialmente interesante. Trabajos como el de Abreu y cols. (5)
demuestran que Corynebacterium tuberculostearicum puede generar inflamacion en la mucosa
nasosinusal, mientras que el género Corynebacterium de manera global se asocia a sujetos sanos
en diversos estudios (6,27,50-52). Estos resultados aparentemente contradictorios se explican
por la falta de resolucién de las técnicas actuales para definir especie. Dado la profundidad de

secuenciaciéon cuando se analizan regiones variables del gen 16s rRNA, no es posible determinar
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con seguridad la especie en la gran mayoria de los casos (53). Esta misma ldgica explicaria porque
muchos sujetos sanos tienen AR tan altas de Staphylocuccus cuando S. aureus se ha asociado
consistentemente con RSC; no conocemos el grado de Staphylococcus coagulasa negativos que

componen este porcentaje.

Dado que muchos estudios difieren en metodologia y analisis bioinformatico, no se contaba con
informacion fidedigna sobre la composicién normal del microbioma nasosinusal. Por lo tanto, un
grupo liderado por el Dr. Psaltis en Australia publicé el “International Sinonasal Microbiome Study”
0 ISMS (51). Este proyecto incluyd 13 centros en 9 paises diferentes y tuvo como objetivo principal
caracterizar el microbioma nasosinusal en sujetos sanos y con RSC. Para disminuir posibles sesgos
de medicién, el tipo de muestreo fue estandarizado para todos los pacientes y las muestras se
analizaron en conjunto en el centro principal. Igualmente, el andlisis bioinformatico se realizd en
un solo centro y todos los datos se analizaron en conjunto. Dentro de sus resultados, encontraron
que Corynebacterium (AR promedio = 48.7%; prevalencia = 88.49%) y Staphylococcus (AR
promedio = 29.25%; prevalencia = 79.86%) eran los dos géneros mas abundantes en sujetos sanos.
Streptococcus, Moraxella y Haemophilus también se encontraron en la mayoria de los pacientes.
Los autores proponen que existe un “microbioma base” (“core microbiome”) compuesto por estos
cinco géneros y que su composicion no depende de la enfermedad o regién geografica. El Unico
centro que presentd una diversidad beta significativa fue Amsterdam, sin embargo, sus resultados
no se desviaban del microbioma base. En este estudio no se detecté Cutibacterium de manera
significativa. Los autores comentan los resultados publicados en series anteriores podrian deberse

a errores en la secuenciacion o el andlisis bioinformatico.

En la RSC, la composicién del microbioma nasal altera de diferentes formas. La primera vy,
probablemente la mds importante, es la pérdida de la diversidad alfa (54—56). Todos los tipos de
RSC tienen indices de diversidad alfa disminuidos en comparacién con sujetos sanos. El grado de
inflamacion y la cantidad de eosindfilos se asocian a menores indices de diversidad alfa (57). A
nivel de géneros individuales, Staphylococcus se ha encontrado incrementado en mdultiples
estudios (6,9,50,52,54) En el pasado, se pensaba que S. agureus no era parte de la biota normal y

solo aparecia en casos patoldgicos, sin embargo, ahora se sabe que forma parte del ecosistema
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de la narizy los SPN. Como se menciono anteriormente, Staphylococcus es el segundo género mas
frecuente en sujetos normales y forma parte del microbioma base en esta regidn. En los casos de
enfermedad, es posible que su AR aumente y resulte en un estado proinflamatorio. Este fendmeno
se demostré en un modelo in vitro con células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
Cuando se exponia a las PBMC a concentraciones bajas de S. aureus la produccion de IL-10
aumentaba de manera significativa, sin embargo, concentraciones altas de S. qureus disminuyen

la secrecion de IL-10 y aumentan la secrecion de TNF-alfa (58).

En el caso especifico de la EREA, ocurren modificaciones importantes en la via del acido
araquidonico (AA). A manera de resumen, el AA se utiliza por la familia de las ciclooxigenasas (COX)
para generar prostaglandinas y tromboxanos o por las lipooxigenasas para generar leucotrienos
(7,59,60). En pacientes con RSCcPN, el constante estimulo inflamatorio genera una
sobreexpresion de 5-LO y, por lo tanto, aumento en los niveles de cisteinil leucotrienos,
particularmente LTE4 (59-61). Eventualmente, los niveles de COX-1 y 2 disminuyen con la
resultante disminucién en la produccién de PGE2. Si se administra un inhibidor de COX durante
esa etapa de la enfermedad, se bloquea por completo la produccion de PGE2 y, como
consecuencia, la estimulacion generada por LTE4 aumenta de manera desmedida, generando los
sintomas clasicos de las exacerbaciones por aspirina; broncoconstriccién, lagrimeo, prurito,

obstruccién nasal y rinorrea (59-61).

El esteroide sistémico representa la piedra fundamental del tratamiento de la RSC. Como parte de
su mecanismo de accién antinflamatorio, los esteroides generan una linfopenia transitoria, siendo
la poblacion T CD4* inmaduras la mas afectada; igualmente, generan una disminucion en la
secrecién de citocinas Thl y Th2, alterando mas a las primeras. En el caso de los eosindfilos, los
glucocorticoides promueven su apoptosis, lo cual los convierte en potentes farmacos para
disminuir la respuesta efectora por esta poblacién celular. Finalmente, disminuyen la presentacion
de antigenos por las células dendriticas (62—65). Por lo anterior, los glucocorticoides disminuyen
la respuesta inmune en los pacientes con RSC, con lo que mejora el edema y consecuente

obstruccién nasal.
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Cuando el tratamiento médico no funciona, la cirugia es la mejor alternativa. Los objetivos de la
cirugia son permeabilizar los SPN, reducir la cantidad de tejido inflamado y disminuir la carga
bacteriana (1,13,66). La cirugia endoscépica de SPN (CESPN) ha evolucionado de manera
importante en los ultimos afios gracias a equipos de navegacion, mejor instrumental y
visualizacién en alta resolucién. En la actualidad, representa el estandar de oro en el tratamiento
de RSC que no responde a tratamiento médico. Los cuidados postquirurgicos siempre deben de
incluir esteroides tépicos y lavados nasales, ya que uno de los objetivos de la cirugia es mejorar la

permeabilidad del tratamiento tépico al abrir los SPN.

En casos seleccionados, la terapia bioldgica puede ayudar a control de la enfermedad. El
omalizumab ha mostrado efectividad cuando se tienen niveles elevados de IgE. Igualmente,
mepolizumab y dupilumab estdn aprobados para uso en pacientes con RSCcPN (1,2,67). El alto

costo de esta terapia limita su uso, sobre todo en paises de bajos recursos.

En el 15% de los casos, los pacientes persisten con molestias posterior a la cirugia. Se han
estudiado diversos tratamientos tépicos con el propdsito de mejorar el ambiente local y reducir el
grado de inflamacién en este subgrupo de pacientes. Entre los tratamientos estudiados
encontramos lavados con yodopovidona, lavados con perdxido de hidrégeno, miel de manuka
topica y terapia fotodindmica. Este ultimo tratamiento es interesante, ya que busca erradicar la
microorganismos resistentes y biopeliculas en SPN para que se lleve a cabo una recolonizacion por
bacterias comensales convencionales. El proceso implica utilizar colorantes fotosensibles como
azul de metileno que, al exponerse a una fuente de luz y oxigeno ambiental, producen radicales
libres de oxigeno (68,69). Es probable que en el futuro se desarrollen tratamientos tépicos

dirigidos a reestablecer el balance en la biota nasosinusal.

1.5 [ndices de diversidad bioldgica

Una parte fundamental en el estudio del microbioma es el andlisis de la diversidad bioldgica. Esta
seccion tiene como objetivo introducir al lector a los diferentes indices de diversidad utilizados en

este trabajo.
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De manera global podemos hablar de tres tipos de diversidad bioldgica; alfa, beta y gama (70,71).
La diversidad alfa representa la variabilidad en un area o ecosistema determinado. Por otro lado,
la diversidad beta compara los cambios en diversidad en diferentes ecosistemas. Finalmente, la
diversidad gama representa la diversidad de todos los ecosistemas en conjunto. En los estudios
del microbioma nasosinusal, normalmente nos centramos en la diversidad alfa en cada grupo vy la

diversidad beta entre los grupos de estudio.

Existen muchas formas de medir la diversidad alfa y beta. Comenzando por la diversidad alfa, la
métrica mas sencilla es el nUmero de especies diferentes que se observan en un ecosistema. Este
valor es facil de calcular, pero ignora por completo la distancia filogenética entre los
microorganismos. A manera de ejemplo, podriamos concluir que un ecosistema es diverso porque
tiene muchas especies diferentes, pero al analizarlo a detalle observariamos que todas las especies
pertenecen a la familia Streptococcaceae. Para evitar este inconveniente, Daniel Faith desarrollo
un indice de diversidad que toma en cuenta la distancia filogenética entre las especies observadas,
el cual se conoce como diversidad filogenética o indice de Faith (72). Este indice nos habla de |a
rigueza de un ecosistema, pero ignora la proporcion que cada especie representa. Para poder
valorar este aspecto, es necesario valorar la igualdad del ecosistema. Existen multiples indices que
valoran la igualdad, entre ellos Pielou o Shannon-Weaver, Simpson y Camargo. La forma de

calcularlos difiere entre ellos, sin embargo, todos nos hablan del mismo fenémeno.

Por otro lado, la diversidad beta valora que tan diferentes son dos ecosistemas. De la misma
manera que la diversidad alfa, la manera mas sencilla de comparar dos grupos seria buscar el
numero de especies Unicas para cada grupo. El indice de disimilaridad Bray-Curtis toma en cuenta
las abundancias relativas de cada especie y compara la composicién entre ambos grupos. Un valor
de 0 significa que las muestras son iguales (no hay disimilaridad), mientras que un valor de 1
significa que las muestras no comparten ninguna caracteristica (son completamente disimilares).
El indice Jaccard, por su lado, se refiere al grado de similaridad entre dos conjuntos. De manera

matematica se puede definir como:

ANB
AUB

J(A,B) =
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Para obtener la distancia de Jaccard, la cual normalmente se refiere al grado de disimilaridad entre
ambos conjuntos, Unicamente restamos 1 al indice. Es importante notar que esta métrica toma
en cuenta si un factor esta presente o ausente, sin importar su abundancia relativa. Finalmente,
la distancia de UniFrac toma en cuenta la distancia filogenética entre las especies y, cuando se usa
la version ponderada, se toman en cuenta las abundancias relativas. Existen muchos otros indices
de diversidad alfa y beta los cuales no se discutieron en esta seccion. La seleccién del indice a

utilizar depende de la hipdtesis que se esté probando y la preferencia del investigador.

1.6 Microbioma nasosinusal y su importancia clinica

La biota nasosinusal influye en el correcto funcionamiento de la nariz y los SPN. Cuando existe
alguna alteracion en su composicion, se altera el balance entre los microorganismos comensales
y el huésped y puede resultar en enfermedad para el paciente. En las secciones anteriores, se han
detallado algunas de las alteraciones que ocurren en el microbioma tanto en pacientes con
patologia aguda como crénica. Uno de los objetivos que se tiene con este tipo de investigaciones
es encontrar nuevas estrategias terapéuticas para el control de enfermedades como la RSC. A
pesar de ser un campo relativamente nuevo en Otorrinolaringologia, existe evidencia sobre como
la modificacién de la biota nasosinusal puede ayudar a pacientes con patologia nasosinusal,

principalmente RSC.

En primer lugar, el conocimiento del microbioma nasosinusal puede ayudar a predecir resultados
postoperatorios. Ramakrishnan y cols. (50) investigaron el microbioma de pacientes con RSC y
controles sanos. Reclutaron 56 pacientes con RSCy 26 controles para el andlisis inicial. Dentro del
grupo de RSC, 27 sujetos cumplieron criterios para anadlisis postoperatorio. A pesar de no
encontrar diferencias significativas entre pacientes con RSC y controles, observaron que la
presencia de secrecidn purulenta y asma se asociaba a diferentes perfiles microbioldgicos; los
pacientes con asma y RSC tenian mayor AR de Staphylococcus, Acinetobactery Ralstonia, mientras
que los pacientes con secrecién purulenta tenian mayor AR de bacterias anaerobias. Dentro del
grupo de pacientes postoperados, encontraron que los pacientes con resultados subdptimos
tenian una menor AR de Actinobacteria en comparacion con pacientes con resultados

Optimos (22.5% AR vs 7.8% AR, p =0.016). En particular, en género Corynebacterium se encontraba
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enriquecido en los pacientes con resultados oéptimos, mientras que Staphylococcus estaba

enriquecido en el grupo de resultados subdptimos.

Muchos trabajos han buscado relacionar el microbioma con escalas de calidad de vida, sin
embargo, los resultados son poco concluyentes. En una revision sistematica por Wang y cols. (48)
se analizaron 9 estudios que evaluaban el microbioma nasosinusal con desenlaces clinicos,
incluidas escalas de calidad de vida. Uno de los estudios encontré que Acinetobacter se
correlacionaba con menores puntuaciones en SNOT-22, mientras que Pseudomonas se asociaba a
una mayor puntuacion en SNOT-22. Dos estudios encontraron una correlacién entre
Corynebacterium y menores puntuaciones en SNOT-22, mientras que un estudio encontrd
mayores puntuaciones en SNOT-22 en pacientes enriquecidos con Corynebacterium. El Ultimo
estudio mencionado incluyé un modelo murino en donde se demostré que Corynebacterium
tuberculostearicum puede inducir rinosinusitis (5). De manera interesante, Staphylococcus no se
relaciond con peores resultados en calidad de vida o empeoramiento clinico. A pesar de esos
resultados, no se pueden obtener conclusiones claras debido al limitado nimero de estudios y
bajo numero de pacientes. Es importante resaltar que los estudios incluidos utilizaban diferentes
tecnologias para la secuenciacion y no se especifican las regiones variables analizadas, lo cual hace

imposible el realizar un metaanalisis.

Dadas las alteraciones mencionadas, el uso de probidticos podria ayudar a balancear la biota
nasosinusal y mejorar el perfil inflamatorio. Estudios animales han demostrado que el tratamiento
con Lactobacillus sakei y Staphylococcus epidermidis disminuyen la inflamacién causada por
Corynebacterium tuberculostearicum y Staphylococcus aureus respectivamente (73,74).
Desgraciadamente, no se han podido replicar estos resultados en humanos. Mukerji y cols. (75)
realizaron un ensayo clinico doble ciego en donde se administré Lactobacillus rhamnosus R0011
en tabletas masticables dos veces al dia por cuatro semanas vs placebo. A las ocho semanas de
seguimiento, no observaron diferencias significativas en las puntuaciones de SNOT-20 o en

frecuencia de los sintomas.
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En poblacion pediatrica, probidticos orales con E. faecalis han demostrado disminuir la recurrencia
de RSA. En un ensayo no aleatorizado realizado por Kitz y cols. (76) nifios con rinosinusitis
recurrentes recibieron probidticos de E. faecalis durante 8 semanas junto con el tratamiento
estandar (amoxicilina durante 7 dias y tratamiento sintomatico) y se compararon contra pacientes
que recibieron tratamiento estandar Unicamente. A los 6 meses, el grupo experimental presento
un menor nimero de eventos y una menor duracion en los mismos. Los resultados de este estudio
deben de tomarse con reserva ya que tiene un alto riesgo de sesgo, sin embargo, apoya el uso de
probidticos orales para prevencion de cuadros de RSA. Un segundo ensayo clinico aleatorizado y
doble ciego por Habermann cols. (77) compard un probidtico de E. faecalis durante seis meses
contra placebo en nifios con rinosinusitis recurrente. El desenlace primario fue el nimero de
episodios de RSA a los 8 meses de seguimiento. Los pacientes en el brazo experimental tuvieron
una reduccion del 50% en el numero de episodios al afio en comparacién al grupo placebo. La
duracién y gravedad de los episodios no mostraron diferencias entre los grupos. Estos resultados

apoyan el uso de probidticos orales para prevenir episodios de RSA en nifios.
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Los virus respiratorios son capaces de alterar la composicidon de la biota nasosinusal, favoreciendo
la expansidn de bacterias patoldgicas. Estas alteraciones probablemente persisten en pacientes
predispuestos y resultan en un proceso inflamatorio cronico en SPN. No se conocen a detalle las
alteraciones en la composicion del microbioma que ocurren en RSAV vy si éstas tienen alguna
relacion con las alteraciones encontradas en RSC.

El presente trabajo buscard contestar la pregunta éCudles son las diferencias en la composicién

del microbioma de pacientes con RSAV y RSC?

3. JUSTIFICACION

Dado el tiempo de evolucion de la RSC, la baja probabilidad que tiene una RSAV de progresar a
una RSC y los costos de secuenciacién actuales, realizar un estudio de cohorte es
extraordinariamente costoso y poco eficiente. Por otro lado, los estudios descriptivos pueden
ayudar a explicar la transicion entre RSAV y RSC. A pesar de contar con sesgos metodoldgicos
intrinsecos al tipo de disefio, sus resultados pueden sugerir nuevas preguntas de investigacion que

podran ser contestadas con disefios mas robustos.

En el Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INRLGII) contamos con el
equipo necesario y personal médico capacitado para desarrollar este proyecto. Se colaboré con el
Departamento de Otorrinolaringologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER) en el disefio y realizacién del estudio. Esta colaboracién facilitd el reclutamiento de
pacientes, ya que ambas instituciones son centros de referencia de Otorrinolaringologia a nivel
nacional. También colabord con el Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes
(CNRPyC) del Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA). Su
ayuda permitio realizar el trabajo de laboratorio y anadlisis bioinformatica siguiendo los mas altos

estandares de calidad.

Cabe resaltar que no existen trabajos sobre microbioma nasosinusal en México. Debido a que la

composicién del microbioma puede variar por localizacién geografica, es fundamental contar con
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datos nacionales para poder aplicar el conocimiento generado a nivel mundial en nuestros

pacientes.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo principal

Comparar la composicion del microbioma en pacientes con RSAV y RSC. De manera especifica se

buscara:

- Comparar los indices de diversidad filogenética (indice de Faith) e igualdad en pacientes con
RSAV y RSC.

- Comparar la diversidad beta (indices de Bray-Curtis y Jaccard) en pacientes con RSAV y RSC.

- Determinar si existen bacterias con AR significativamente diferentes en pacientes con RSAV y

RSC.

4.2 Objetivos secundarios

Determinar si existe una asociacion entre la diversidad alfa y la sintomatologia nasosinusal. En
particular, se buscard determinar si los indices de diversidad filogenética e igualdad se asocian

cambios en la puntuacion de SNOT-22.

5. HIPOTESIS

La composicion del microbioma sera diferente en pacientes con RSAV y RSC. De manera especifica,
se encontraran diferencias en los indices de diversidad alfa y beta segun el tipo de rinosinusitis y

se encontrara una asociacion entre los indices de diversidad y la puntuacion de SNOT-22.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio de estudio, poblacidn y muestra

Se disefid un estudio de corte transversal que incluyé pacientes adultos (18 afios o mayores) con
diagnostico de RSAV y RSC valorados en el INRLGII y el INER de diciembre 2019 a febrero 2020. El
tipo de muestreo fue a conveniencia. Todos los pacientes fueron valorados por un
Otorrinolaringdlogo y el diagndstico se realizd de acuerdo a los criterios de la AAO-HNS (2). Se
excluyeron pacientes con cirugia de SPN en los ultimos dos afios, inmunodeficiencias primarias de
cualquier tipo, pacientes con diagndstico de VIH o bajo tratamiento antirretroviral, pacientes con
trastornos de la motilidad ciliar (Discinesia ciliar primaria o Sindrome de Kartagener), pacientes
con poliposis nasosinusal debida a otros padecimientos (fibrosis quistica, granulomatosis
eosinofilica, sindrome de Woakes), pacientes con patologia nasosinusal no relacionada a
rinosinusitis (tumores nasosinusales, sinusitis maxilar odontégena, mucoceles, etc) y pacientes

con uso de antibidticos en los ultimos dos meses.

El estudio fue aprobado por el comité de investigacion interinstitucional, con numero de
aprobacién C15-19. Se obtuvo consentimiento informado de todos los participantes previo a su

inclusion en la investigacién.

6.2 Métodos de recoleccién de las muestras

Todos los candidatos fueron valorados por un otorrinolaringélogo de manera inicial. En caso de
ser incluidos, contestaban una versién impresa del SNOT-22 validada al espafiol (78) y eran
revisados de manera endoscopica. El grado de poliposis se valord en cada lado utilizando la escala
de Lildholdt (79): 0 ausencia de pdlipos, 1 (leve) pdlipos no sobrepasan el borde superior del
cornete inferior, 2 (moderado) pdlipos entre el borde superior e inferior del cornete inferior, 3
(grave) pélipos sobrepasan el borde inferior del cornete inferior. Los pacientes fueron catalogados
como poliposis leve, moderada o grave segun el puntaje maximo obtenido en ambos lados (por
ejemplo, si un paciente tenia calificacion de 2 en unladoy 3 en el otro, era clasificado como grave).
Durante la exploracion endoscopica se obtenia un hisopado de meato medio con la siguiente
técnica: se introducia un hisopo de dacron estandar en el meato medio y se giraba durante 5

segundos, evitando tocar el vestibulo y la mucosa septal en el proceso. Una vez obtenida la
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muestra, los hisopos se colocaban en tubos estériles con solucién salina y 10 microL de QIAGEN
Proteinasa K con actividad 600 mAU/ml, para ser transportados bajo refrigeracion al Laboratorio
de Infectologia del INR. Si el paciente referia molestias previo a completar la toma de muestra, se
suspendia el procedimiento y se descartaba el hisopado. En el laboratorio, las muestras se

congelaban a -802C hasta su procesamiento.

6.3 Procesamiento de las muestras
6.3.1 Extraccion de DNA

Una vez que se obtuvieron todas las muestras, se extrajo el DNA utilizando un Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega) siguiendo las indicaciones del proveedor. El procedimiento se
realizd bajo condiciones estériles, utilizando equipo nuevo entre muestras para evitar

contaminacion.

6.3.2 Preparacion de librerias y secuenciacion de V3-V4 16s rRNA

La concentracién de DNA se verific6 mediante Nanodrop y por Qubit en el laboratorio de
Secuenciacién del CNRPyC (Tabla Sup. 1). Posteriormente, se realizé una PCR para la amplificacion

dirigida de la regién V3-V4 del gen 16SrRNA bajo las siguientes condiciones:

Reactivo X 1rxn Marca del reactivo

H-0 GBM | 17.4 uL  Invitrogen Paso Tempemmm Trempo
Buffer 10x | 2.5 uL  Invitrogen 1194°C 2 min
MgSO 50mM | 1 uL Invitrogen 25 ciclos (,OO‘SO Jal 4):
dNTPs10mM | 0.5 Invitrogen ] .
Oligo Fwrd" 10 uM | 0.5 DT 2| 94°C 30seg
Oligo Rvrs?10 uM | 0.5 IDT 31 55°C 30seg
Platinum TagPol High Fidelity | 0.1 uL  Invitrogen o
DNA bacteriano5ng ul | 25uL - 4| 68°C 40 S_Eg
Vol. Total | 25 pL 5| 72°C 5 min

Tabla 1. Condiciones y programa de amplificacion de PCR

La secuencia utilizada para los primers en esta reaccion fue la siguiente: 16S amplicon PCR forward
primer: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG; 16S amplicon PCR reverse
primer: GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC. Una vez obtenidos los

productos por PCR, se purificaron por medio de perlas Ampure XP. Se corrid una electroforesis en
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chip (Bioanalizador) de 13 muestras al azar, con la finalidad de verificar la calidad del producto de
PCR y su tamafio. Dos de las 12 muestras elegidas aleatoriamente no presentaron sefial del pico

gue indica su longitud en pb (Figura Sup. 1).

Una vez obtenido el producto de PCR purificado se procedio a realizar las librerias de las muestras,
siguiendo el protocolo establecido por lllumina para la secuenciacion de la region V3-V4 del gen
16SrRNA. Se realizé la cuantificacion por Qubit con la finalidad de conocer la concentracion en la
que se encontraban (Tabla Sup. 2). Una vez cuantificadas se seleccionaron aleatoriamente 4
muestras y se realizd una electroforesis en chip (Figura Sup. 2) con la finalidad de poder verificar
una adecuada ligacién de los adaptadores al producto de PRC vy si se habia obtenido las pares de

bases (pb) necesarias para continuar con el proceso.

Las librerias fueron normalizadas y con ellas se prepardé el pool, del cual se tomaron 3 volimenes
de 50 microlitros, con la finalidad de purificar y verificar la concentracion y pb a las que se
encuentra, dando como resultado una adecuada concentracién nM (Figura Sup. 3). Una vez
corroborada la viabilidad del pool, se procedié a realizar la secuenciacion de la region V3-V4 del
gen 16SrRNA utilizando la plataforma lllumina MiSeq segun las indicaciones del proveedor. Se

obtuvieron archivos demultiplexados fastq de cada muestra para su analisis bioinformatico.

6.4 Analisis bioinformatico

Los archivos demultiplexados fastq fueron procesados utilizando QIIME 2 (g2cli version 2020.2.0).
Se realizd un primer control de calidad para verificar la integridad de las secuencias forward y
reverse. Se realizd un segundo control de calidad (denoising) y formacién de secuencias de
variantes de amplicon (ASV) utilizando Dada2 (80)con los siguientes parametros (trim-left=20;
trunc-len=40). Las ASV han demostrado mayor rendimiento en el nimero de especies detectadas
con menor probabilidad de error en comparacion con la formacién de OTUs. A diferencia de las
OTUs, el utilizar ASV permite la comparacion entre estudios, independientemente de la base de
datos o muestras de cada investigacion (81,82). Para eliminar posibles errores de secuenciaciony
datos extremos, la tabla se filtrd para eliminar muestras con menos de 1500 secuencias y ASV que

solo aparecian en una muestra, con menos de 10 secuencias de manera global. La asignacion
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taxondmica se realizd utilizando un clasificador entrenado con un algoritmo “ndive Bayes”

utilizando la base de datos SILVA v.132 (abril 2018).

Se escogié una profundidad de rarefaccién de 6000 previo a continuar con el analisis para
comprobar una adecuada profundidad de muestreo. Las curvas de rarefaccién para el indice de
Shannon, nimero de ASVs e indice de diversidad filogenética confirmaron una adecuada
profundidad para todas las muestras (Figuras Sup. 6). Para valorar la diversidad beta se calculd el
indice de disimilaridad de Bray-Curtis y la distancia de Jaccard. El analisis completo se puede

revisar en la seccion 11.2 Pipeline de QIIME 2 del material suplementario

6.5 Analisis estadistico

Las diferencias en la diversidad alfa entre los grupos de enfermedad se valoraron con una prueba
de Kruskal-Wallis. Se realizd una correlacién de Spearman entre los indices de diversidad y las
variables continuas para buscar posibles asociaciones. Especificamente, para el grado de poliposis
se sumo la puntuacién por lado y se utilizé el total en la correlacidon. Se realizd un andlisis de
coordenadas principales (PCoA) utilizando el indice de disimilaridad de Bray-Curtis y la distancia
de Jaccard. La diversidad beta se compard con un analisis multiple de la varianza por permutacion

(PERMANOVA). El analisis se realizé utilizando QIIME 2 y R v 4.0.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas demograficas de la muestra

Se obtuvieron 27 muestras para el estudio; 13 de pacientes con RSAV y 14 de pacientes con RSC.
Dos muestras no amplificaron posterior a la primera PCR y fueron descartadas (una muestra de
RSCy otra de RSA; Figura Sup. 1), para un total de 25 muestras analizadas. Debido a la mala calidad
de las secuencias reversas, se decidio realizar el analisis con las secuencias forward Unicamente
(Figura Sup. 4 y 5). EI 52% (n = 13) de los pacientes fueron mujeres; 50% (n = 6) en el grupo de
RSAV vy el 54% (n = 7) en el grupo de RSC. El rango de edad para el grupo de pacientes con RSAV
fue de 18-70 aflos (media 33 + 15 afios) y de 29-79 aflos (media 55 + 14 afios) para los pacientes
con RSC. Ninguno de los pacientes era fumador actual o tenia patologia nasosinusal ademas de
rinosinusitis. La mediana de la puntuacion de SNOT-22 para ambos grupos fue de 47 (rango 5-87).
No se encontraron diferencias en las puntuaciones de SNOT-22 globales (RSAV mediana 47 (13-
57); RSC mediana 49 (5-87); p = 0.72) o el subdominio nasal del SNOT-22 (RSAV mediana 21 (10-
32); RSC mediana 24 (5-44); p = 0.95) entre los grupos.

Dentro del grupo de RSC, el 92% tenian diagndstico de EREA (n = 12) y 69% (n = 9) tenian
antecedentes de cirugia endoscépica de SPN hace mas de dos afios. El 38% (n = 5) de los pacientes
con RSC tenian poliposis grave, 38% (n = 5) poliposis moderada, 15% (n = 2) poliposis leve y 8% (n

= 1) no tuvieron pdlipos al momento de la revision.

7.2 Beta diversidad en pacientes con RSAV y RSC

Se realizé una PCoA utilizando el indice de disimilaridad de Bray-Curtis para valorar el grado de
disimilaridad por el tipo de rinosinusitis (Figura 1). En general, las muestras de pacientes con RSC
tienen contribuciones bajas del PC2 y altas del PC1, mientras que las provenientes de pacientes
con RSAV tienen una contribucién alta del PC2 y baja del PC1. Los resultados del PERMANOVA

mostraron diferencias significativas segun el tipo de rinosinusitis (pseudo F = 2.36618; p = 0.019).

26



Axis 2 (15.37 %)
e ° B RsA
@ B Rsc
® o
(=]
“
.. (]
)
O
B
e
=
B3
s
Ao HETES T » Axis 1 (30.33 %)

Figura 1. PCoA utilizando el indice de disimilaridad de Bray-Curtis. Las muestras se agrupan segun el tipo de
rinosinususitis. Los resultados del PERMANOVA mostraron diferencias significativas segun el tipo de patologia
(pseudo F =2.36618; p = 0.019).

Esta agrupacién se confirmo cuando se utilizaba la distancia de Jaccard (pseudo F=2.76353; p =
0.001 (Figuras Sup. 7). Ninguna de las variables cualitativas explicaba la variabilidad observada en

el PCoA.

7.3 Composicion taxondmica del microbioma en RSAV y RSC

La asignacién taxondmica se realizé utilizando la base de datos de Silva v 132. La composicion del
microbioma varia entre pacientes segun el tipo de rinosinusitis. Las phyla mas frecuentes en RSAV
son Proteobacteria (55%), Firmicutes (42%) y Actinobacteria (2%). En RSC, Firmicutes (58%) es el

phylum mas frecuente, seguido de Proteobacteria (34%) y Actinobacteria (6%) (Figura 2).
La figura 3 muestra los resultados segin el género. Ambos tipos de rinosinusitis tienen predominio

de Staphylococcus (RSAV 41%; RSC 47%). En RSAV, Pseudomonas (36%) es el segundo género mas

frecuente, seguido de las familias Burkholderiaceae (8.4%) y Enterobacteriaceae (6%).
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Figura 2. Gréfica de barras con las phyla mas frecuentes segun el tipo de rinosinusitis.

Corynebacterium representa el 2% de las secuencias. La distribucién es mds variada en el caso de
RSC; la familia de Enterobacteriaceae (19%) es la segunda en frecuencia, seguida de los géneros
Bacillus (8%), Corynebacterium (7%) vy la familia Pasteurellaceae (5%). Los géneros mas frecuentes

junto con su AR se pueden consultar en la Tabla Sup. 2 y la Figura Sup. 8.
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Figura 3. Grafica de barras con los géneros mas frecuentes segun el tipo de rinosinusitis.

Para explorar las diferencias en AR segun el tipo de rinosinusitis, se elabord un mapa de calor
(Figura 4). Las muestras individuales segun el tipo de sinusitis se encuentran en el eje x, mientras
gue las bacterias ordenadas por su distancia de Jaccard componen el eje Y. El contenido de cada
celda representa su abundancia. La mitad superior del mapa de calor muestra como el género
Pseudomonas tiene mayor abundancia en RSAV en comparacion con RSC. Géneros relacionados
como Sphingomonas y Comamonas se encuentran con mayor frecuencia en RSAV. De manera
interesante, Burkholderia se encuentra mayormente en RSAV. La parte inferior del mapa de calor
incluye a bacterias del género Staphylococcus, Klebsiella, y otras enterobacterias. En esta seccion,

no observamos patrones evidentes en la distribucion segun el tipo de rinosinusitis.

Dadas las caracteristicas observadas, se buscaron diferencias en los indices de diversidad alfa
segun el tipo de rinosinusitis. No se encontraron diferencias significativas en el indice de diversidad
filogenética (Kruskal-Wallis H=0.0411, p = 0.83) o el indice de igualdad (Kruskal-Wallis H = 1.1488,

p =0.28) segln el tipo de rinosinusitis.
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Figura 4. Mapa de calor para los diferentes géneros seguin el tipo de rinosinusitis. En la parte superior izquierda se
observa como los pacientes con RSAV tienen mayor abundancia de Pseudomonas en comparacion con la RSC.
Ilgualmente, la mitad superior muestra multiples especies con abundancias pequefias presentes en RSAV, pero no en
RSC. Lo anterior justifica los resultados significativos en beta diversidad.
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Figura 5. Gréfica de volcan para resultados de ANCOM. En el eje de las x encontramos la puntuacién F, la cual nos
habla de la diferencia de un ASV particular con el resto. El eje de las y representa el estadistico W, el cual habla de la
fuerza de la asociacién. En la esquina superior derecha se observan tres puntos, los cuales representan de derecha a
izquierda el género Pseudomonas y dos bacterias de la familia Burkholderiaceae, con género no identificado. Se
observa un cuarto punto por debajo de los tres mencionados, el cual no resulto significativo.

Para identificar las bacterias con distribuciones diferenciales entre los tipos de rinosinusitis, se
realizd un andlisis de la composiciéon del microbioma (ANCOM) (Figura 5). La grafica muestra tres
ASV en la esquina superior derecha, con un cuarto punto por debajo de ellas. Los tres puntos
superiores representan al género Pseudomonas (W = 131) y dos bacterias de la familia
Burkholderiaceae con género no identificado (W = 129 y W = 127 respectivamente). El cuarto
punto corresponde a otro tipo de Pseudomonas pero no tiene una asociacion significativa (W =
103). Los resultados anteriores indican que Pseudomonas vy la familia Burkholderiaceae tienen AR

diferentes en pacientes con RSAV y RSC de manera significativa.
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7.4 Asociacidn entre variables clinicas e indices de diversidad

Se correlaciond la edad, la puntuacién de SNOT-22, el subdominio nasal de SNOT-22 v la
puntuacién endoscdpica con los indices de diversidad alfa sin encontrar asociaciones significativas

(Tabla 2).

ariable 3 Diversidad filogenetica aice de igualdad
rho p rho p

Edad -0.17 0.41 0.03 0.86

SNOT-22 -0.04 0.82 0.27 0.19

SNOT-22 sub. Nasal -0.13 0.53 0.16 0.44

Endoscopia 0.24 0.4 -0.15 0.62

Tabla 2. Correlaciones entre variables clinicas e indices de diversidad alfa. No se encontraron asociaciones
significativas entre las variables.

No se encontraron diferencias en el indice de diversidad filogenética de Faith seglin el antecedente
de cirugia (Kruskal-Wallis H = 1.49, p = 0.22) o el diagndéstico de EREA (Kruskal-Wallis H = 0.053, p
=0.81) o en el indice de igualdad para las mismas variables (Kruskal-Wallis H=0.25, p = 0.61; H =
0.26, p = 0.10, respectivamente). Finalmente, no se observaron agrupaciones en ninguno de los

PCoAs de acuerdo con el antecedente de cirugia, grupo de edad o diagndstico de EREA.

8. DISCUSION

Las alteraciones en el microbioma de pacientes con rinosinusitis es un tema complejo, que
constantemente estd evolucionando. Multiples factores, como la toma de muestra, el tipo de
region variable secuenciada y las diferentes herramientas bioinformaticas, pueden modificar los
resultados y complicar la comparacion entre estudios. Es por esto que, en los Ultimos afios, se ha
tratado de unificar la metodologia y realizar meta analisis de la evidencia publicada (49,51). Una
alternativa que podria facilitar la comparacion entre estudios es el analisis de “microbiotipos
nasosinusales”, similar a los enterotipos observados en microbioma intestinal (83). Bassiouni y
cols. (84) realizaron un subanalisis del set de datos del ISMS para tratar de encontrar microbiotipos
especificos. Utilizando un algoritmo de inteligencia artificial para clasificar los datos, lograron
describir tres microbiotipos nasosinusales; el microbiotipo 1 compuesto en su mayoria por

Corynebacterium, el microbiotipo 2, en donde predomina Staphylococcus y el microbiotipo 3,
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compuesto por multiples géneros. Dentro del microbiotipo 3 se describen varios subtipos
dependiendo del género predominante; 3S para Streptococcus, 3H para Haemophilus, 3M para
Moraxella, 3P para Pseudomonas y 30 en donde otras bacterias componen el microbioma. Los
autores no encontraron asociaciones entre el tipo de sinusitis, region geografica o variables

clinicas y los diferentes biotipos.

Este estudio demostré diferencias significativas en la composicién del microbioma de pacientes
con RSAV en comparacién con RSC. El género Pseudomonas vy la familia Burkholderiaceae fueron
significativamente mas frecuentes en RSAV, similar a lo que encontrariamos en un microbiotipo 3,
sin embargo, Staphylococcus representd 41% de las secuencias observadas, lo cual sugeriria un
microbiotipo 1. Por lo tanto, es posible que estos resultados representen un estado de transicién
entre un microbiotipo 1 y 3. Sorprendentemente, los géneros mas asociados a RSA bacteriana
(Streptococcus, Moraxella y Haemophilus) se encontraron en menos del 1% de las secuencias.
Estos resultados llaman mucho la atencion y probablemente se expliquen por el tipo de pacientes
incluidos. Los sujetos con RSAV en nuestro estudio fueron hisopados en los primeros tres dias de
presentar sus sintomas y nunca evolucionaron a una RSA bacteriana. Estudios posteriores deberan
de analizar los cambios en el microbioma nasosinusal de manera longitudinal para corroborar si

existen cambios en el microbiotipo durante la RSA.

Fuera de pacientes con fibrosis quistica (85), el género Pseudomonas no se encuentra con
frecuencia en RSA, sin embargo, frecuentemente se asocia con exacerbaciones de RSC. Zi Yang
Jiang y cols. (21) analizaron de manera retrospectiva los cultivos de pacientes con exacerbaciones
de RSCy encontraron que las dos bacterias mas frecuentes eran Staphylococcus aureus (29.5%) y
Pseudomonas aeruginosa (23.8%). En un estudio mas reciente, Vandelaar y cols. (86) analizaron
de manera retrospectiva los datos de secuenciacion del gen 16SrRNA de pacientes con
exacerbaciones de RSC. Los autores encontraron una prevalencia del (20%) del género

Pseudomonas, con una AR media del 15%.

Diferentes virus respiratorios interactlan con Pseudomonas en el epitelio respiratorio. La infeccion

por RSV puede inducir la produccién de biopeliculas por Pseudomonas aeruginosa en un modelo
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in vitro (87). Dado que los virus respiratorios pueden ser causantes de exacerbaciones de RSC (88),
es probable que estas interacciones virales y bacterianas jueguen un papel importante en las
exacerbaciones de cuadros respiratorios. En nuestro estudio, solo incluimos pacientes con
infecciones virales. Posiblemente, la presencia de virus respiratorios facilitd la expansion de
Pseudomonas, pero debido a la naturaleza del estudio, no podemos concluir al respecto.
Desafortunadamente, no contamos con informacion etiolégica sobre los virus involucrados
nuestros pacientes. La fase de reclutamiento se llevd a cabo durante el invierno, lo cual
probablemente influyd el tipo de virus involucrados. Esta informacion nos habria permitido
establecer conclusiones mas robustas y hubiera ayudado a evidenciar posibles interacciones

virales y bacterianas, por lo que debera de ser explorado en estudios posteriores.

Estudios previos han mostrado que Burkholderia disminuye en RSC y se asocia a un microbioma
“sano”. Como se menciond en el marco tedrico, su presencia ayuda a mantener la estabilidad de
la comunidad bacteriana (49). En nuestro estudio, menos del 1% de las secuencias de pacientes
con RSC correspondieron a la familia Burkholderiaceae, mientras que representaron el 8% de las
secuencias en RSAV. Probablemente, estos resultados se deban a una pérdida de Burkholderiaceae
en casos cronicos y no una expansion en los casos agudos, ya que no se suelen asociara a
enfermedad. De esta forma, los pacientes crénicos carecerian de una familia “protectora” en
comparacién con sujetos con patologia aguda viral. Dado que no contamos con grupo control de

sujetos sanos, es dificil poder concluir a respecto.

Las muestras provenientes de RSC tenian un predominio de Staphylococcus y una baja AR de
Corynebacterium, similar a un microbiotipo 2. Esta composicion es congruente con lo publicado
en series anteriores (6,50,52,89). Staphylococcus aureus contribuye al desarrollo de RSC al
producir biopeliculas, secretando exotoxinas que funcionan como superantigenos, compitiendo
por recursos con comensales benéficos y estimulando una respuesta Th2 en la mucosa
nasosinusal (7,41,90). A pesar de esto, estudios como el ISMS no encontraron diferencias en la
cantidad de Staphylococcus entre sujetos sanos y pacientes con RSC. Una posible explicacion a
estos resultados aparentemente contradictorios es que las técnicas actuales de secuenciacion no

permiten definir la especie en la mayor parte de los casos. Estudios in vitro han demostrado que
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Staphylococcus epidermidis puede inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus al secretar la
proteasa de serina Esp (91). Igualmente, ratones pretratados con Staphylococcus epidermidis
desarrollan una menor hiperplasia de células caliciformes cuando se les induce rinosinusitis con
Staphylococcus aureus (92). Es probable que en estados de salud tengamos una gran proporcion
de Staphylococcus coagulasa negativo y que, durante la RSC, esta comunidad sea reemplazada por
Staphylococcus aureus. Otras técnicas metagendmicas, como la secuenciacion shotgun, podria
ayudar a resolver este punto. La inclusion de datos funcionales también ayudara a diferenciar

entre los perfiles de sujetos con RSC y personas sanas.

La AR de Corynebacterium esta disminuida en ambos tipos de rinosinusitis. No podemos saber si
el resultado se debe a una prevalencia elevada de microbiotipo nasosinusal tipo 2 o es
consecuencia directa de la enfermedad, ya que no contamos con grupo control. A la fecha, no
existen datos sobre la composicién del microbioma nasosinusal en poblacién mexicana, sin
embargo, estudios previos han demostrado que la disminucion de Corynebacteriaceae se asocia a
estados de enfermedad (49). Staphylococcus aureus compite por el mismo nicho ecoldgico que
Corynebacterium, por lo que su incremento se asocia a una disminucion en la AR de
Corynebacterium. De la misma manera, cuando incrementa Corynebacterium disminuye la
colonizacién por Staphylococcus. Este fendmeno se ha corroborado en humanos; un estudio con
voluntarios sanos demostré que la inoculacidn nasal de Corynebacterium pseudodiphtheriticum

disminuye la colonizacién por Staphylococcus aureus, incluyendo cepas resistentes (93).

Cutibacterium representd un porcentaje minimo de las secuencias, similar a lo descrito en el ISMS
(51). Este género comunmente se encuentra en la piel y otras regiones con glandulas sebaceas
(94). En nuestro estudio, las muestras se tomaron de meato medio, teniendo especial cuidado en
no contaminar con la piel del vestibulo nasal. Es poco probable que este género participe de
manera importancia en la fisiologia nasosinusal dada su baja AR, sin embargo, la secuenciacién de
la regién V4 tiene poca resolucion en cuanto a géneros encontrados en la piel (95). Por lo tanto,
no podemos descartar por completo el papel de Cutibacterium en la fisiologia nasosinusal.
Estudios posteriores deberan de utilizar herramientas que no tengan las limitaciones derivadas de

la secuenciacion de la region V3-V4 para poder obtener conclusiones robustas.
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Los indices de diversidad alfa fueron similares en ambos tipos de rinosinusitis y no encontramos
asociaciones entre las variables clinicas y los indices de diversidad alfa y beta. Estos resultados
concuerdan con lo publicado en el ISMS y otras series mas pequefias (49,51), sin embargo, la
ausencia de grupo control impide comparar nuestros resultados con sujetos sanos. Igualmente,
las limitaciones intrinsecas del analisis del gen 16s impiden hacer comparaciones a nivel de

especie, por lo que no podemos descartar asociaciones en este nivel.

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, la falta de seguimiento imposibilita saber si
los resultados se deben a cambios permanentes o representan estados transicionales. Por otro
lado, la muestra es pequefia y la poblacion estudiada es limitada, lo cual reduce la validez externa
del estudio. En particular, el 92% de los pacientes con RSC tuvieron diagndstico de EREA; mucho
mas de lo encontrado en poblacidon general. Los casos de RSAV fueron diagnosticados de manera
clinica y no se tiene informacién sobre el tipo de virus implicado. Finalmente, la secuenciacion del
gen 16SrRNA permite describir la composicién taxondmica pero no ofrece informacion sobre el
estado funcional de la comunidad. A pesar de lo anterior, este estudio sugiere varias hipotesis

interesantes que deberan ser exploradas en investigaciones posteriores.

9. CONCLUSIONES

La composicion del microbioma nasosinusal fue significativamente diferentes segun el tipo de
rinosinusitis; Staphylococcus fue el género mas frecuente de manera global. Pseudomonas y
Burkholderiaceae se encontraron con mayor frecuencia en RSA. Los indices de diversidad no
fueron significativamente diferentes segln el tipo de sinusitis y no se asociaron al cambio en las

variables clinicas.

Los resultados de este estudio deben servir para generar nuevas hipoétesis sobre la interacciones
virales y bacterianas en casos de rinosinusitis. Estudios posteriores deberan de analizar el
microbioma de manera longitudinal e incluir datos funcionales para delimitar las diferencias en los

diferentes tipos de rinosinusitis.
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO

11.1 Tablas y graficas suplementarias

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Identificador | Nanodrop (ng/ul) Nanodrop (ng/uL) 26?'@80 zciloéﬁsg 26%?{30 i?qoésjg Qubit (ng/pL)
INR CNRPyC CNRPyC

PN1 365.3 381.2 1.81 1.8 1.57 1.64 227
PN2 385.6 467.2 1.77 1.78 1.19 1.23 212
PN3 322 315.2 1.8 1.79 1.35 1.41 179
PN4 105.9 120.7 1.75 1.77 1.57 1.68 62.8
PN5 118.3 132.9 1.73 1.73 1.34 1.39 267
PN6 342.6 380.1 1.76 1.76 1.41 1.45 150
PN7 169.7 174.9 1.71 1.7 1.56 1.59 32.7
PN8 96.3 101.5 1.7 1.7 1.46 1.49 48

PN9 348.1 354.9 1.74 1.73 1.3 1.36 98.4
PN10 201.9 203.7 1.76 1.74 1.26 1.27 37.1
PN11 231.1 243.8 1.73 1.73 1.33 1.37 33.7
PN12 400.9 403.4 1.73 1.72 1.69 1.75 61.8
PN13 207.4 204.6 1.76 1.75 1.59 1.62 85.9
PN14 287.3 297.6 1.78 1.78 1.72 1.77 61.8
RA1 28.5 26.2 1.84 1.85 1.68 1.69 11.9
RA2 193.6 209.9 1.79 1.79 2.01 2.04 84.7
RA3 203 214.9 1.77 1.76 1.88 1.94 69.4
RA4 138.8 159.3 1.79 1.81 1.88 1.92 79.7
RA5 103.7 107.7 1.7 1.76 1.44 1.53 42.6
RA6 567.3 615.2 1.73 1.74 2.26 2.34 145
RA7 989.9 837.9 1.85 1.86 2.02 2.07 415
RA8 525.8 589.6 1.62 1.62 2.07 2.16 66.4
RA9 370.9 417.6 1.6 1.61 1.67 1.68 40.6
RA10 545.2 727.9 1.67 1.68 1.61 1.59 108
RA11 517.8 592.5 1.81 1.83 2.1 2.16 252
RA12 93 48.8 1.74 1.72 1.14 1.08 28.1
RA13 15.5 19.2 1.97 1.46 1.39 13 6.35

Tabla suplementaria 1. Parametros reportados por el Laboratorio de Infectologia del INR y medidos por el CNRPyC.
Todas las muestras cumplieron con la concentracion minima necesaria de >1.5 ng/ulL para continuar con los procesos

posteriores.
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PN1 PN3 PNS
. Bioanalizador pb
Identificador P ru) G v |

(Producto PCR) .
10 100 1
PN1 576 |
P N 3 554 15 150 100 500 1000 7000[bp) 35 150 300 500 1000 7000{bp) 15 150 100 500 1000 7000 [bp)
PN7 PN9 PN13
PN5 547 ) Fuy i
PN7 573 100
-] 0 o
P N 9 57 1 1"':' : I‘I'u(b’ |r’m ! ":m‘ 'Iﬂl(‘lﬂl l7ﬂln(‘b Ibp) (l’i‘ L l:'-l’)' |('>(I ! ".!!)TI] Il(l’ﬁl)” l‘OIRO(I»p] il’-v Il:»(ll 1;10 ’ "u"»()' II(I'l‘lﬂI Y l’(llln(' [bp)
RAL RA4 RAG
PN13 SA o - . o
Fu Fu v
RAL 574
RA2 571 o W .y T o I e ) I‘Y X jE N e 2 ) T B i 108 RRE L I | ¥ T Trrr T { (3l g W I R R K
35 150 300 SO0 1000 10380 [bp) 35 150 300 500 1000 10380  [bp) 35 150 300 500 1000 10380  [bp]
RA4 558 RASB RA11
RAG 558 - |
RA8 SA
i 'r’ T L T T lrl TTr7r I TT " ‘r' T ‘l' T T 'r' T ITrTT
RA 1 1 53 9 35 150 300 500 1000 10380 [bp) 15 150 300 500 1000 10380 [bp)

Figura suplementaria 1. Resultado de electroforesis en chip del producto de primera PCR. Las muestras PN13 y RA8
no amplificaron. Tamafio de librerias reportado en pb. SA = Sin amplificacidn.

Identificador Genoteca Genoteca Identificador Genoteca Genoteca
[ng/ul] [nM] [ng/pl] [nM]
PN1 0.6 14 RA1 0.4 0.9
PN2 0.5 1.1 RA2 0.3 0.7
PN3 26.3 63.3 RA3 5.7 13.7
PN4 4.4 10.7 RA4 0.5 1.2
PN5 1.1 2.6 RAS 0.3 0.7
PN6 15.2 36.6 RA6 8.6 20.6
PN7 0.4 1.0 RA7 26.5 63.6
PN8 2.9 7.1 RA9 9.2 22.2
PN9 0.3 0.8 RA10 11.9 28.6
PN10 14.7 35.4 RA11 12.8 30.7
PN11 1.8 4.3 RA12 29.9 71.8
PN12 10.3 24.8 RA13 5.2 12.6
PN14 7.0 16.9 = - -

Tabla suplementaria 2. Concentracion de librerias por Qubit.
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Figura suplementaria 2. Resultado de electroforesis en chip del producto de PCR posterior a la purificacién. Tamafio
de librerias reportado en pb.
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Figura suplementaria 3. Resultado de electroforesis en chip del pool. Tamafio de librerias reportado en pb.
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Figura suplementaria 4. Calificacion de calidad por nucledtido para las secuencias forward. A partir de la posicién 240,

la calidad del percentil 25 cae por debajo de 30.
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Figura suplementaria 7. PCoA utilizando la distancia de Jaccard. Las muestras se agrupan segun el tipo de
rinosinususitis. Los resultados del PERMANOVA mostraron diferencias significativas segun el tipo de patologia
(pseudo F = 2.76353; p = 0.001).



Rinosinusitis Familia Género Frecuencia Rinosinusitis Familia Género Frecuencia
RSAV Staphylococcaceae Staphylococcus 317391 41.5770% RSC Staphylococcaceae Staphylococcus 406767 47.8706%
RSAV Pseudomonadaceae Pseudomonas 275947 36.1480% RSC Enterobacteriaceae NA 162823 19.1619%
RSAV Burkholderiaceae NA 64221 84127% RSC Bacillaceae Bacillus 66867 7.8693%
RSAV Enterobacteriaceae NA 50948 6.6740% RSC Corynebacteriaceae Corynebacterium 1 57960 6.8211%
RSAV Enterobacteriaceae Citrobacter 27029 3.5407% RSC Pasteurellaceae NA 47074 5.5399%
RSAV Corynebacteriaceae Corynebacterium 1 15123 1.9811% RSC Aeromonadaceae Aeromonas 34356 4.0432%
RSAV Bacillaceae Bacillus 5719 0.7492% RSC Enterobacteriaceae Klebsiella 30952 3.6426%
RSAV Enterobacteriaceae Proteus 1068 0.1399% RSC Streptococcaceae Streptococcus 25795 3.0357%
RSAV Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 1045 0.1369% RSC Pseudomonadaceae Pseudomonas 13178 1.5509%
RSAV Family XI Finegoldia 660 0.0865% RSC Moraxellaceae Enhydrobacter 878 0.1033%
RSAV Moraxellaceae Enhydrobacter 632 0.0828% RSC NA NA 520 0.0612%
RSAV Carnobacteriaceae Alkalibacterium 551 0.0722% RSC Pasteurellaceae Aggregatibacter 489 0.0575%
RSAV Cyclobacteriaceae uncultured 361 0.0473% RSC Streptococcaceae NA 399 0.0470%
RSAV Family XI Peptoniphilus 349 0.0457% RSC Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 389 0.0458%
RSAV Beijerinckiaceae Methylobacterium 269 0.0352% RSC Family XI Peptoniphilus 234 0.0275%
RSAV Enterobacteriaceae Escherichia-Shigella 265 0.0347% RSC Family XI Anaerococcus 115 0.0135%
RSAV Family XI Anaerococcus 236 0.0309% RSC Moraxellaceae Acinetobacter 80 0.0094%
RSAV Hyphomicrobiaceae Pedomicrobium 226 0.0296% RSC Family XI Finegoldia 75 0.0088%
RSAV Sphingomonadaceae Sphingomonas 226 0.0296% RSC Caulobacteraceae Brevundimonas 73 0.0086%
RSAV Burkholderiaceae Comamonas 167 0.0219% RSC Neisseriaceae Kingella 69 0.0081%
RSAV NA NA 153 0.0200% RSC Carnobacteriaceae Granulicatella 66 0.0078%
RSAV Nocardiaceae Rhodococcus 121 0.0159% RSC Beijerinckiaceae Methylobacterium 62 0.0073%
Rhizobiaceae
RSAV Streptococcaceae Streptococcus 80 0.0105% RSC Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium- 56 0.0066%
Rhizobium
RSAV Caulobacteraceae Brevundimonas 64 0.0084% RSC Carnobacteriaceae Alkalibacterium 51 0.0060%
RSAV Burkholderiaceae Massilia 62 0.0081% RSC Burkholderiaceae Comamonas 40 0.0047%
RSAV Burkholderiaceae 60 0.0079% RSC Rhodobacteraceae Paracoccus 40 0.0047%
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia
RSAV Neisseriaceae Kingella 56 0.0073% RSC Propionibacteriaceae Cutibacterium 36 0.0042%
RSAV Enterobacteriaceae Klebsiella 42 0.0055% RSC Sphingomonadaceae Sphingomonas 36 0.0042%
RSAV Moraxellaceae Acinetobacter 41 0.0054% RSC Enterobacteriaceae Citrobacter 30 0.0035%
RSAV Pasteurellaceae Aggregatibacter 38 0.0050% RSC Micrococcaceae Micrococcus 29 0.0034%
RSAV Micrococcaceae NA 34 0.0045% RSC Micrococcaceae NA 29 0.0034%
RSAV Rhodobacteraceae NA 27 0.0035% RSC Sphingomonadaceae Sphingobium 29 0.0034%
RSAV Corynebacteriaceae NA 26 0.0034% RSC Streptomycetaceae Streptomyces 27 0.0032%
RSAV Gemmataceae uncultured 22 0.0029% RSC SE:t:z:gzzzfzzzaIIeronia-Paraburkhol derin 18 0.0021%
RSAV Propionibacteriaceae Cutibacterium 21 0.0028% RSC Enterobacteriaceae Escherichia-Shigella 18 0.0021%
RSAV Saccharimonadaceae uncultured bacterium 19 0.0025% RSC Chitinophagaceae Flavisolibacter 15 0.0018%
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RSAV Carnobacteriaceae Granulicatella 18 0.0024% RSC Corynebacteriaceae NA 13 0.0015%

RSAV Aeromonadaceae Aeromonas 16 0.0021% RSC Enterobacteriaceae Proteus 10 0.0012%
Rhizobiaceae

RSAV Allorhizobium-Neorhizobium- 16 0.0021% RSC Leptotrichiaceae Leptotrichia 10 0.0012%
Pararhizobium-Rhizobium

RSAV llumatobacteraceae uncultured 14 0.0018% RSC Enterococcaceae Enterococcus 7 0.0008%

RSAV Family XI Gemella 7 0.0009% RSC llumatobacteraceae uncultured 7 0.0008%

RSAV Enterococcaceae Enterococcus 5 0.0007% RSC - - -

RSAV Micrococcaceae Micrococcus 5 0.0007% RSC - - -

RSAV Leptotrichiaceae Leptotrichia 2 0.0003% RSC - - -

Tabla suplementaria 2. Familias y géneros mas frecuentes segun el tipo de rinosinusitis. En los casos en los que no se

lograba determinar el género, Unicamente se describe la familia.
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Figura suplementaria 8. Géneros mas frecuentes segln el tipo de rinosinusitis.
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11.2 Pipeline de QIIME 2

HiHH#HE Importar secuencias y control de calidad ##H##HH#H#HEH
giime tools import \
--type 'SampleData[SequencesWithQuality]' \
--input-path fastg-f \
--input-format CasavaOneEightSingleLanePerSampleDirFmt \
--output-path demux-single-end.gza

# Visualizacion demux

giime demux summarize \
--i-data demux-single-end.qza \
--0-visualization demux.qzv

# Control de calidad y denoising

giime dada2 denoise-single \
--i-demultiplexed-seqgs demux-single-end.qza \
--p-trim-left 20\
--p-trunc-len 240\
--o-representative-sequences rep-segs.qza \
--o-table table.qza \
--o-denoising-stats stats-dada2.qza

# Visualizacion stats dada2
giime metadata tabulate \
--m-input-file stats-dada2.qza \
--0-visualization stats-dada2.qzv

# Visualizacion tabla y rep-seq

giime feature-table summarize \
--i-table table.qgza \
--o-visualization table.qzv \
--m-sample-metadata-file metadata.tsv

giime feature-table tabulate-segs \
--i-data rep-seqgs.qza \
--0-visualization rep-seqs.qzv

# Analisis filogenetico y arboles

giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree \
--i-sequences rep-seqs.qza \

--0-alignment aligned-rep-segs.qza \
--0-masked-alignment masked-aligned-rep-seqgs.qza \
--o-tree unrooted-tree.qza \

--o-rooted-tree rooted-tree.qza

HHHHHA# Filtrado de |a tabla ######H##H#HH#
mkdir filter-data

# Filtrar features que solo aparecen en 1 muestra
giime feature-table filter-features \

--i-table table.qgza \

--p-min-samples 2 \



--p-min-frequency 10 \
--o-filtered-table filter-data/filtered-table.qza

# Filtro por tiempo

giime feature-table filter-samples \
--i-table filter-data/filtered-table.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--p-where "[tiempo]='20-analisis™ \
--p-min-frequency 1500 \
--o-filtered-table filter-data/filtered-cm-table.qza

HEHHHEHHE Entrenar clasificador A
# Descargar version silva 132 de repositorio de giime2 al directorio actual
# Importar secuencias para clasificador
giime tools import \
--input-path Silva_132_release/SILVA_132_QIIME_release/rep_set/rep_set_16S_only/99/silva_132_99_16S.fna \
--output-path sequences.qza \
--type 'FeatureData[Sequence]'

# Importar taxonomia

giime tools import \

--type 'FeatureData[Taxonomy]' \

--input-format HeaderlessTSVTaxonomyFormat \

--input-path
Silva_132_release/SILVA_132_QIIME_release/taxonomy/16S_only/99/majority_taxonomy_7_levels.txt \

--output-path ref-taxonomy.qza

# Estraemos secuencias representativas
giime feature-classifier extract-reads \
--i-sequences sequences.qza \

--p-f-primer CCTACGGGNGGCWGCAG \
--p-r-primer GACTACHVGGGTATCTAATCC \
--p-min-length 100 \

--p-max-length 400 \

--o-reads ref-segs.gza

# Entrenamos al clasificador

giime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes \
--i-reference-reads ref-segs.qza \
--i-reference-taxonomy ref-taxonomy.qgza \
--o-classifier classifier.qza

# Construccion de taxa con nuevo clasificador
giime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier classifier.qza \
--i-reads rep-segs.qgza \
--o-classification taxonomy-newclass.qza

giime metadata tabulate \

--m-input-file taxonomy-newclass.qgza \
--0-visualization taxonomy-newclass.qzv

HitHEHHH##H Analisis diversidad con tabla filtrada #####HHHEH#H
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# Generamos metricas de diversidad

giime diversity core-metrics-phylogenetic \
--i-phylogeny rooted-tree.qza \

--i-table filter-data/filtered-cm-table.gza \
--p-sampling-depth 1300\
--m-metadata-file metadata.tsv \
--output-dir filter-data/core-metrics-results

# Rarefaccion diversidad alfa

giime diversity alpha-rarefaction \

--i-table filter-data/filtered-cm-table.qza \
--i-phylogeny rooted-tree.qza \

--p-max-depth 6000 \

--m-metadata-file metadata.tsv \

--0-visualization filter-data/alpha-rarefaction-filter.qzv

# Barplot taxa

giime taxa barplot \

--i-table filter-data/filtered-cm-table.gza \
--i-taxonomy taxonomy-newclass.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \

--0-visualization filter-data/taxa-bar-plots-filter.qzv

HiHHHHH R Analisis estadistico #H#H#HEHEH

# Estadistica alfa diversidad

giime diversity alpha-group-significance \

--i-alpha-diversity filter-data/core-metrics-results/faith_pd_vector.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \

--0-visualization filter-data/core-metrics-results/faith-pd-group-significance-filter.qzv

giime diversity alpha-group-significance \

--i-alpha-diversity filter-data/core-metrics-results/evenness_vector.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \

--0-visualization filter-data/core-metrics-results/evenness-group-significance-filter.qzv

# Correlacién alfa diversidad con variables cuantitativas
giime diversity alpha-correlation \
--i-alpha-diversity filter-data/core-metrics-results/evenness_vector.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--p-method spearman \
--output-dir evenness_correlation/

giime diversity alpha-correlation \
--i-alpha-diversity filter-data/core-metrics-results/faith_pd_vector.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--p-method spearman \
--output-dir faith_correlation/

# Estadistica beta diversidad
# tipo de paciente
giime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix filter-data/core-metrics-results/bray_curtis_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--m-metadata-column tipo-paciente \
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--0-visualization filter-data/core-metrics-results/bray_curtis-tipo-paciente-significance-filter.qzv \
--p-pairwise

# ANCOM para diferenciar taxa entre tipo-paciente

# primero afiadimos 1 a frecuencias zero para que no de error con psudocount
giime composition add-pseudocount \

--i-table filter-data/filtered-cm-table.gza \

--0-composition-table filter-data/comp-table.qza

giime composition ancom \

--i-table filter-data/comp-table.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--m-metadata-column tipo-paciente \
--0-visualization filter-data/ancom-tipo-paciente.qzv
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