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ANTECEDENTES

La rinitis alérgica afecta del 10 — 30% de la poblacion a nivel mundial
dependiendo del area geografica. Es una patologia que tiene un impacto
importante en niflos debido a su alta incidencia lo que conlleva a una gran carga
médica y econOmica, asi como también alteracion en el bienestar y calidad de
vida de los pacientes?. Especificamente a nivel nacional, en la Ciudad de México
hay estudios que reportan incidencia del 4.5% de rinitis alérgica diagnosticada
en poblacion pediétrica, sin embargo, se ha encontrado que mas del 50% de esta

poblacion presenta algln sintoma de rinitis?.

Se trata de una condicion infamatoria de la cavidad nasal mediada por
inmunoglobulina E, citocinas, interleucinas y células inflamatorias en donde
varios factores se han investigado y se han visto implicados en su desarrollo
como ser genéticos, ambientales, infecciones virales del tracto respiratorio,
exposicion a alergenos desde edad temprana, uso de algunos medicamentos y
recientemente se ha incluido el papel de la microbiota en el desarrollo de las
enfermedades atopicas®.

La microbiota se define como el material genético de todos los microbios
(bacterias, hongos, protozoos y virus) que viven en el cuerpo humano y
constituye una parte esencial para el desarrollo del sistema inmune desde la
infancia temprana ya que produce mecanismos de tolerancia inmunolégica, e

interviene ademas en la regulacion de la inflamacién mucosa®.

La estructura de la microbiota del tracto respiratorio superior es distinta a la de
otros Organos y presenta patrones uUnicos de colonizacidén y sucesion. En la
infancia temprana, el tracto respiratorio superior se encuentra colonizada por
diferentes patdégenos, los cuales incluye Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae. A estas bacterias también se
les identifica como “patobiontes”. Generalmente colonizan al hospedero sin
causar sintomas clinicos, pero tienen el potencial de causar enfermedad si
abundan fuera de la zona de colonizacién®. Se reconoce en la actualidad que la
microbiota nasal juega un papel protector, ya que puede facilitar o proveer

resistencia a la colonizacién de virus y bacterias, asi como también proveer



proteccion en el desarrollo de enfermedades atépicas. La presencia excesiva de
bacterias potencialmente patdgenas como Moraxella catarrhalis en la via aérea

se ha visto asociada con el desarrollo de asma en escolares®.

En la via aérea superior, la nasofaringe se coloniza tanto por bacterias
comensales como patogenas, tal es el caso de Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus vy
Neisseria meningitidis’. Diversos estudios han reportado cambios en estas
bacterias por factores ambientales, uso de antibiéticos sistémicos, vacunas,
infecciones virales y actualmente se cree que el uso de medicamentos y

sustancias de aplicacion topica son capaces de producir alteraciones?®.

Varios estudios han tratado de definir la microbiota nasofaringea en pacientes
alérgicos e identificar las diferencias en relacion con pacientes sanos. Chui y
cols. reportaron disbiosis en la microbiota de via aérea superior, al comparar
escolares sanos con pacientes afectados de rinitis alérgica. La diferencia fue
significativa al medir la abundancia de las diferentes phylas, siendo mayor la
prevalencia de Proteobacteria, especificamente los géneros Haemophilus,

Neisseria y Moraxella en el grupo atépico®.

Las técnicas para el estudio de la microbiota, como la secuenciacion de nueva
generacion, han demostrado ser superiores a las técnicas convencionales de
cultivos, ya que permiten conocer multiples perfiles bacterianos con alta
sensibilidad y especificidad. La mayoria de los estudios sobre microbiota se
basan en la ampliacion de la secuencia del gen 16s rRNA. Existen 9 regiones
variables dentro de los procariotas (V1 — V9), cada uno con tramos de acido
desoxirribonucleico (ADN) altamente conservado y adecuado para su estudio®®.
Los métodos mas utilizados para toma de muestras en la cavidad nasal son los
hisopados via transnasal y los lavados nasales. Los primeros son mas abrasivos
que los segundos; sin embargo han demostrado ser superiores, sobre todo

cuando el objetivo son las regiones mas posteriores de la cavidad nasal'’.

Debido al papel influyente de la microbiota nasofaringea en la patogénesis de
las infecciones del tracto respiratorio y enfermedades atbpicas, resulta
importante su identificacion en pacientes con rinitis alérgica y la disbiosis que
pueden provocar diversos factores como el uso de esteroides topicos y solucion

salina en este padecimiento.



Para ello, es fundamental tener conocimiento profundo del método de
secuenciacion y purificacion del ADN de la microbiota nasofaringea en estos

pacientes.



MARCO TEORICO

DEFINICION:

La rinitis alérgica se define como una inflamacioén de la mucosa nasal que se
caracteriza por sintomas como rinorrea anterior y/o posterior, obstruccion y
prurito nasal. Frecuentemente estos sintomas se asocian con otros,
especialmente oculares y se presentan durante dos o mas dias consecutivos,

con duracién mayor a una hora??,
EPIDEMIOLOGIA:

La rinitis alérgica afecta entre el 10 — 30% de la poblacion a nivel mundial
dependiendo de la ubicacién geografica. Esta enfermedad tiene una gran
incidencia en nifios y se asocia a un impacto econdmico significativo, disminucién
del bienestar, calidad de vida, productividad y aumento de costos hospitalarios®3.
En cuanto a la poblacion pediatrica se han realizado investigaciones como el
estudio internacional para el Asma y Alergias en la nifiez (ISAAC por sus siglas
en inglés) el cual ha proporcionado informacién valiosa sobre la prevalencia de
estas enfermedades a nivel mundial, reportando una incidencia de rinitis alérgica
del 1.4 — 28.9%. De igual manera, se ha aplicado este instrumento para
investigar su incidencia en México, especificamente en la Ciudad de México en
donde se encontr6 que el 4.5% de los nifios tienen diagndstico establecido de

rinitis alérgica y 40.2 — 55% presentan sintomas de rinitis?.
FISIOPATOLOGIA:

La rinitis alérgica es una condicion inflamatoria de la cavidad nasal mediada por
Inmunoglobulina E que resulta de la introduccion de un alérgeno en un sujeto
previamente sensibilizado. En 1929 se defini6 como un proceso que incluye 3
sintomas cardinales: estornudos, obstruccién nasal y rinorrea3. Cuando se
presenta en nifios, por lo general es secundaria al desarrollo acelerado de su
sistema inmune dando como resultado una respuesta hiperreactiva de los

linfocitos TH214.

Estas enfermedades inflamatorias se caracterizan por la produccion de
interleucina — 4 (IL-4), IL -5, IL -9, e IL — 13 producidas por células CD4 - TH2,



produccion de IgE y reclutamiento de células efectoras a los sitios de tejido
inflamatorio!®. La interleucina 4 es una citocina cardinal que conduce la
sensibilizacion a los alergenos, mientras que la interleucina 5 estimula la
afluencia de los eosinofilos en la mucosa. Las células TH2 activan a los linfocitos
B que al convertirse en células plasmaticas producen IgE especifica de
alergenos. Estas moléculas IgE se liberan en el torrente sanguineo y se unen a
receptores de alta afinidad en la superficie de los mastocitos tisulares y basofilos
circundantes'®. Se ha encontrado que la ausencia de bacterias comensales en
la microbiota nasal aumenta la proliferacion de basofilos e incrementa la

infiltracion de linfocitos y eosindfilos?®.

La rinitis es comun en la nifiez y la infancia, y aunque la mayoria de los nifios no
tienen sensibilizacién alérgica hay evidencia actual que apoya la teoria de
interaccidn entre virus y bacterias como un factor importante para el desarrollo
de infecciones del tracto respiratorio y consecuentemente a enfermedades

atépicas'’.
CLASIFICACION DE RINITIS ALERGICA:

La rinitis alérgica y su impacto en el asma (ARIA) ha propuesto la clasificacion
de la rinitis alérgica segun la causa presunta y su presentacion: estacional vs
perenne. Clasicamente, esto ha incluido rinitis alérgica estacional (fiebre del
heno) y rinitis alérgica perenne la cual se desencadena por una gran variedad de
alérgenos al aire libre, especialmente polenes. Esta Ultima es comunmente
provocado por alérgenos de interior que estan presentes a lo largo del afio, como
los acaros del polvo, los mohos, los insectos (cucarachas), y caspa de

animales??,

La clasificacién de rinitis alérgica "estacional" y "perenne" a menudo presenta
conflicto, ya que las manifestaciones de alergia perenne pueden no ocurrir
durante todo el afio. Debido a los problemas descritos anteriormente, ARIA
propuso un nuevo método de clasificacion basado en la duracién y la recurrencia
de las manifestaciones de sintomas. La rinitis alérgica intermitente se caracteriza
por sintomas por menos de 4 dias por semana 0 menos de 4 semanas
consecutivas. La rinitis alérgica persistente se caracteriza por sintomas que

ocurren mas de 4 dias por semana por al menos 4 semanas consecutivas; por



lo tanto, los pacientes con rinitis persistente son sintomatico la mayor parte del

tiempo*8.
ntermitente Persistenta
<4 dias/semana >4 dias/semana
|: W
< 4 semanas >4 semanas
Leve { 0 de) Figura 1. Clasificacion ARIA de Rinitis
- Alteracian
en el suefio Moderada- Severa: Alérgica.
- Disminucidn de 10+ de los sintomas
actividaces diarias presentes Fuente: PAC  Otorrinolaringologia

S trabajo Pediatrica Tomo 4 18,
- alntomas molestos

CUADRO CLINICO:

Los pacientes con rinitis alérgica presentan sintomas como congestién y
obstruccion nasal, estornudos, prurito nasal, rinorrea hialina. Ademas, puede
presentar sintomas oculares como secrecion acuosa, hiperemia de conjuntiva,
prurito, quemosis y en nifilos pequeios puede haber edema peri orbitario con
oscurecimiento de los parpados inferiores debido a la congestion crénica. El
“saludo alérgico” es un hallazgo frecuente en pacientes con sintomas croénicos,

esto debido al frote prolongado de la nariz®.
DIAGNOSTICO DE RINITIS ALERGICA:

La sospecha clinica de la rinitis es resaltada mediante la historia clinica y
respaldada por el examen fisico. El diagndstico puede ser confirmado mediante

varias pruebas objetivas®.

Historia clinica: tipo de sintomas, frecuencia y duracion, exposicion ambiental,
uso de medicamentos, comorbilidades como sindrome de apnea/hipopnea
obstructiva del suefio (SAHOS), asma, obesidad, etc. Asi como la deteccion de

antecedentes familiares de atopiaZ.

Examen Fisico: en la inspeccion general de estos pacientes se puede apreciar

un pliegue nasal horizontal a través del dorso de la nariz, esto debido al
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frotamiento cronico de la misma. Al realizar rinoscopia anterior es necesaria la
evaluacion de los cornetes, los cuales se encuentran aumentados de tamafio
mientras que la mucosa se puede observar inflamada. También es importante
evaluar la presencia o ausencia de secreciones, asi como las caracteristicas de

estasls.

Endoscopia Nasal: aunque la asociacion de los hallazgos endoscopicos con la
rinitis alérgica parece no ser consistentes, esta puede ser de utilidad para la
identificacion o exclusion de otras patologias nasales como poliposis o

rinosinusitis cronicas3.

Estudios de Imagen: no estan recomendados de rutina a menos que se indiquen

para descartar otras patologias®.

Pruebas cutdneas: son un bioensayo realizado mediante la introduccién de un
alergeno especifico en la piel del paciente lo que permite la observacion directa
de la reaccién a un antigeno especifico el cual activa los mastocitos cutaneos
gue interacttan con la IgE. Esto conduce a la liberacién de sustancias quimicas
como la histamina y da como resultado la formacién de una roncha 15 a 20
minutos después. Las pruebas cutaneas han demostrado ser altamente
sensibles y especificas con mas del 80% y pueden utilizarse en pacientes de
cualquier edad. Otras pruebas son las de dilucion intradérmica, las cuales son
de utilidad cuando la prueba cutdnea es negativa y existe una alta sospecha de

sensibilizacién alérgica a un alergeno en particular?®.

Pruebas en sangre: la IgE especifica para alergenos puede determinarse
mediante la prueba de suero del paciente con una prueba in vitro utilizando un
inmunoensayo’. Los niveles de IgE sérica que se consideran normales en
escolares de 6 — 8 afios es de 1 — 161 Ul/ml, mientras que el nivel de IgE
especifica para Aero alergenos y alimentos es de < 0.35 Ul/ml*. La biometria
hemética completa y recuento diferencial de glébulos blancos y proteina C

reactivals.

Citologia nasal: identifica la presencia de eosindfilos lo cual implica inflamacion

y puede ser (til para predecir la respuesta al tratamiento con corticosteroides?®.

11



TRATAMIENTO:

La evitacion de alérgenos y los controles ambientales son discutidos con
frecuencia como parte de la estrategia de tratamiento para la rinitis alérgica en
conjunto con el tratamiento farmacoldgico y la inmunoterapia. Existen numerosas
opciones para uso oral o sistémico, aplicacion intranasal tépica y terapias

alternativas que pueden considerarse y se mencionan a continuacion.

Antihistaminicos: La histamina es un importante mediador asociado con la
sintomatologia de la rinitis alérgica. Los antihistaminicos orales H1 bloquean la
accion de la histamina al unirse al receptor de histamina H1, inhibiendo asi los
efectos proinflamatorios de la histamina.

Corticosteroides orales e inyectados: ElI efecto antiinflamatorio de los
corticosteroides en el tratamiento de la rinitis alérgica es bien conocido. Sin
embargo, dado los significativos efectos adversos sistémicos no son
recomendados para el tratamiento de rutina. Un curso corto podria mejorar la

congestion y facilitar el acceso y la eficacia del topico agentes.

Corticosteroides intranasales: son considerados como la ler linea de tratamiento
para la rinitis alérgica ya que producen una significativa disminucion de los
mediadores inflamatorios y la liberacion de citoquinas, y ademas han mostrado
ser seguros en nifios. Sus principales efectos adversos son la irritacion local,

resequedad y epistaxis (incidencia 4 — 8% de los casos).

Descongestionantes orales: actlan en los receptores adrenérgicos y producen
vasoconstricciébn con lo que alivian la obstruccién nasal por lo que pueden

administrarse ciclos cortos.

Descongestionantes intranasales: actian a nivel de los receptores alfa
adrenérgicos por lo que producen vasoconstriccion, siendo descongestionantes
mas potentes que los esteroides intranasales, sin embargo, no tienen efecto
sobre los otros sintomas de la rinitis alérgica. La rinitis medicamentosa resulta
de su uso prolongado por lo que se recomiendan ciclos cortos de 3 dias para

evitar este efecto adverso.

Antagonistas de receptores de leucotrienos: aprobado por la FDA para su uso
en rinitis alérgica estacional en adultos y niflos mayores de 2 afios y rinitis

perenne en mayores de 6 meses de edad. No se recomienda como monoterapia
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ni terapia de inicio, pero pueden considerarse como 2da linea de tratamiento

cuando los esteroides intranasales estan contraindicados.

Cromolin: es un estabilizador de los mastocitos que previene la liberacién de
histamina, puede administrarse por via oral o inhalado. Indicado en pacientes

gue no toleran los esteroides intranasales.

Anticolinérgicos intranasales: el bromuro de ipratropio intranasal actia en el
control de la rinorrea acuosa y es efectivo en rinitis alérgica perenne. Tiene un
inicio de accion rapido y una vida media corta administrandose hasta 6 veces al
dia con absorcion de menos del 10% teniendo mejor efecto cuando se combinan

con esteroides intranasales.

Biologicos (Omalizumab): utilizado de manera individual o en conjunto con
inmunoterapia. Es un anticuerpo humanizado que se une a la IgE. Actualmente
no hay ningun biolégico autorizado por la FDA para el tratamiento de rinitis
alérgica. No se recomiendan como terapia de ler linea en monoterapia, pero se
puede utilizar en combinaciébn con inmunoterapia en pacientes con riesgo

incrementado de anafilaxia.

Inmunoterapia: implica la administracion programada de extractos de alérgenos

en dosis efectivas con el objetivo de instituir un cambio inmunoldgico sostenido.

Probidticos: dado el vinculo entre la flora intestinal y la atopia, la manipulacién
del microbioma a través de la administracion de probiéticos teGricamente podria

conducir a una mejoria clinica de enfermedad alérgica®.

Aseos nasales: existe evidencia de que la solucion salina también ha sido
beneficiosa para el tratamiento de la rinitis ya que, ademas de ser bien tolerada,
tiene muy pocos efectos adversos, y sirve como tratamiento adyuvante. Se ha
visto que contribuye en la resolucién de la inflamacion y que produce alivio de
sintomas (no solo por razones mecanicas) y esta terapia no se ha asociado con
alteraciones de la microbiota nasal a diferencia de los esteroides intranasales.
Incluye soluciones hipertonicas, isotonicas y agua de mar, siendo mas

beneficiosa la hiperténica en nifios y la isoténica en adultos?®.
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MICROBIOTA EN ENFERMEDADES ALERGICAS:

Recientemente se han identificado diferencias significativas en la microbiota de
nifios con predisposicion a las infecciones de tracto respiratorio superior. Sin
embargo, existen escasas publicaciones del perfil taxonémico de la microbiota

nasal en nifios con enfermedades alérgicas, como rinitis y asma?°.

La microbiota se define como el material genético de todos los microbios
(bacterias, hongos, protozoos y virus) que viven en el cuerpo humano. Los
microbios sobrepasan las células humanas en una proporcion de 10:1 y la mayor

parte se encuentra en el intestino grueso®.

La interaccidn entre la microbiota de la mucosa y las células de la inmunidad es
importante para el desarrollo del sistema inmune. La microbiota media
mecanismos de tolerancia inmunoldgica y es esencial para la regulacion de la
inflamacion mucosa. Varios estudios en humanos y modelos animales enfatizan
gue una microbiota alterada se relaciona con una alta prevalencia de

enfermedades atépicas®.

El estudio de la microbiota comienza con el descubrimiento de Antoine Van
Leeuwenhoek siglos atras con la identificacion de diferentes bacterias en una
placa dental. Observaciones tempranas indicaron que las comunidades de
microbiota tienen influencia en el desarrollo del tracto intestinal, incluyendo la
estimulacién para la produccion de anticuerpos por bacterias potencialmente
beneficiosas o probioticos. La emergencia en el campo de la investigacion de la
microbiota humana ha demostrado el papel clave que juegan las comunidades
microbianas en una gran variedad de procesos que son criticos en los mamiferos
como el metabolismo y modulaciéon de la respuesta inmunoldgica, el desarrollo
del sistema inmune asociado a mucosa y su funcién de barrera de proteccion, la
secrecion inicial de inmunoglobulinas, el desarrollo de poblaciones de células T
y la estimulacién de produccién de péptidos antibacterianos. La microbiota
respiratoria ha sido menos estudiada, sin embargo, se ha demostrado su
contribucion en la inmunidad local y al desarrollo de enfermedades como la

alergia y asma?l.

La composicion de la microbiota puede ser afectada por varios factores como

ejercicio, algunos medicamentos y enfermedades. Se ha visto que, en paises
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occidentales, la carga de enfermedades cronicas inflamatorias (incluyendo las
alergias) se ha incrementado de manera importante en las ultimas décadas
debido a que los humanos permanecen el 92% de su tiempo en ambientes

interiores?2,

La presencia o ausencia de especies especificas de bacterias puede alterar de
manera dramatica la inmunidad adaptativa al ambiente. Estudios longitudinales
revelan que durante el desarrollo de la microbiota se producen cambios durante
el primer afio de vida influenciados tanto por el individuo como por factores
ambientales. El patrén de la colonizacion bacteriana durante los primeros meses

de vida juega un papel en la estabilidad de la microbiota nasal?3.

La colonizacién del tracto respiratorio superior se inicia desde el nacimiento. Se
ha observado desde hace varias décadas la existencia de una correlacion entre
el método de nacimiento (parto o cesarea), la forma de alimentacion (lactancia
materna) y la susceptibilidad a infecciones respiratorias, asma o alergia. Un
estudio reciente demostré que los nifios nacidos por cesarea presentaban
niveles reducidos de colonizacién por bacterias protectoras, incluyendo especies
de Corynebacterium y Dolosigranulum. También es sabido que la lactancia
materna es benéfica para la salud por la transferencia de anticuerpos, y se ha
encontrado que los nifios que son alimentados por este método presentan

niveles mayores de Corynebacterium y Dolosigranulum?*,

También se ha demostrado que la microbiota nasal de los lactantes se
caracteriza por abundancia de los géneros Moraxella (Moraxellaceae,
Proteobacteria), Streptococcus (Streptococcaceae, Firmicutes), Haemophilus
(Pasteurellaceae, Proteobacteria), Staphylococcus (Staphylococcaceae,
Firmicutes) y Corynebacterium (Corynebacteriaceae, Actinobacteria), mientras
que otros estudios reportan Dolosigranulum (Carnobacteriaceae, Firmicutes) y
algunos otros géneros. Ademas, es reconocido que la microbiota nasal juega un
papel protector que puede facilitar o proveer resistencia a la colonizacion de virus
respiratorios. La presencia excesiva de bacterias potencialmente patdégenas
como Moraxella catarrhalis en la via aérea se ha asociado al desarrollo de
asma?®, por lo que una nueva medida que podria reducir el riesgo de

enfermedades respiratorias es la modulacién de la microbiota, favoreciendo la
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colonizacion del tracto respiratorio por bacterias comensales beneficiosas

capaces de interferir con la proliferacion de patégenos?®.

La via respiratoria humana se caracteriza por interconexiones entre nichos
altamente compartimentadas. En algunos estudios se ha encontrado que la
microbiota nasal demuestra una comunidad polimicrobiana, mientras que en
otras areas de la via respiratoria esta comunidad es menos diversa,
probablemente debido a que la cavidad nasal es el primer contacto con el
ambiente exterior. Cuando ocurren cambios en una comunidad polimicrobiana
debido a la diversidad de las bacterias, se produce dishiosis, misma que se
relaciona con el desarrollo de enfermedades; este fendmeno se ha visto tanto en

el intestino como en la cavidad oral?’.

Otras investigaciones demuestran que bacterias del ambiente, potencialmente
patdgenas en la via respiratoria como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, y Neisseria meningitidis residen en la cavidad nasal, lo cual sugiere
que este nicho puede ser un reservorio para infecciones de la via respiratoria
inferior. Asi mismo, estas bacterias pueden producir re — colonizacion después

de la administracion de antibiéticos, dando lugar a enfermedades crénicas?®.

Estos conceptos han motivado que multiples estudios hayan tratado de definir la
microbiota nasofaringea de pacientes alérgicos e identificar las diferencias que
existen en la microbiota nasal de pacientes sanos. Chui y cols. reportaron
disbiosis en la microbiota de via aérea superior, al comparar escolares sanos y
escolares con rinitis alérgica. La diferencia fue significativa al medir la
abundancia de las diferentes phylas siendo mayor la prevalencia de
Proteobacteria, especificamente los géneros Haemophilus, Neisseria y

Moraxella en el grupo atépico®.
ANALISIS DE MICROBIOTA:

Cuando se realiza el andlisis de microbiota, una observacioén general es la poca
concordancia entre los métodos utilizados, sobre todo cuando son a través de
tomas de cultivo versus secuenciacion de nueva generacion. Las limitaciones en
el manejo y el procesamiento de las muestras son una causa importante de
resultados controvertidos; sin embargo, se ha reportado superioridad en aquellas

gue son analizadas por medio de secuenciaciéon de nueva generacion?’.
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Este método se ha utilizado para describir la microbiota nasofaringea tanto en
individuos sanos como enfermos. Sin embargo, la mayoria de los estudios se
basan en la cavidad nasal como un todo, por lo que se sabe muy poco sobre la
variacion biogeografica de los microambientes nasales y de como las técnicas
para tomar las muestras pueden captar esta diversidad microbiana. Los métodos
mas utilizados para toma de muestras son los hisopados via transnasal y los
lavados nasales, siendo el primero mas abrasivo que el segundo, sin embargo,
ha demostrado ser superior sobre todo cuando el objetivo son las regiones mas
posteriores de la cavidad nasal, ya que con los lavados se obtienen muestras

menos especificas al abarcar diferentes poblaciones microbianas?!?.

Muy pocos estudios se han centrado en la variacion biogeografica de la cavidad
nasal. En un estudio, se utilizé la secuenciacion 16S rRNA para comparar la
microbiota de 3 sitios diferentes en la nariz en sujetos adultos sanos: vestibulo
nasal, meato medio y receso esfeno etmoidal , encontrando que el 96.2% de las
secuencias obtenidas correspondieron a 3 phylum principales: Actinobacteria
(50.7%), Firmicutes (24.7%) y Proteobacteria (20.7%), revelando ademas
diferencias significativas en la diversidad microbiana entre las regiones
anteriores y posteriores de la nariz ( en el vestibulo nasal hubo predominio de
Actinobacteria y Firmicutes mientras que en el meato medio y receso esfeno

etmoidal fue Actinobacteria y Proteobacteria®® ).

En los dltimos afios se ha incrementado el uso de secuenciacién de nueva
generacion para el andlisis de comunidades microbianas complejas debido a que
se requiere menor inversion a largo plazo en comparacién con otras técnicas,
permitiendo ademas conocer multiples perfiles bacterianos con alta sensibilidad
y especificidad en comparacion con los métodos tradicionales de cultivo. La
secuenciacion de nueva generacion ha sido de utilidad para determinar el papel
de la disbiosis microbiana en enfermedades como sindrome de intestino irritable,
diabetes y obesidad. La mayoria de los estudios sobre microbiota se basan en
la ampliacion de la secuencia del gen 16s rRNA. Existen 9 regiones variables
dentro de los procariotas (V1 — V9), cada uno con tramos de ADN altamente
conservado y adecuado para la unién con los primers. Una de las primeras

consideraciones antes de realizar un proyecto sobre microbiota es la seleccion
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de la técnica mas adecuada para la secuenciacion. Las tecnologias lllumina
MiSeq, HiSeq y el lon PGM han mostrado ser prometedoras en cuanto a costo —
efectividad y tener buena resolucion para la percepcion de microbiomas en

diversos ambientes?9.

La caracterizacion de microbiota por medio de secuenciacibn de nueva
generacion requiere extraccion de ADN microbiano. Diversos estudios han
utilizado los kits comerciales Qiagen y Norgen. Estos son de uso sencillo y se

han utilizado en estudios de microbiota de via aérea®°.
DISBIOSIS DE LA MICROBIOTA EN ENFERMEDADES ALERGICAS:

La composicion de la microbiota cambia rapidamente durante la infancia por el
proceso llamado “sucesién ecoldgica”, el cual describe las modificaciones dentro
de la comunidad microbiana en el paso del tiempo, y que se encuentra bajo la
influencia de los cambios en el ambiente, exposicion a nuevos virus y bacterias

y factores como cambios hormonales, dieta, estrés y antibiéticos3.

La mayoria de los nifilos presentan una infeccidn por virus sincitial respiratorio
(VSR) antes de los 2 afios de vida, aunque solo el 2 — 3% requiere de
hospitalizacion. La presencia de comorbilidades y edades tempranas de la vida
incrementan el riesgo de infeccidon severa por VSR, aunque la mayoria de los

nifios que son hospitalizados son previamente sanos y sin factores de riesgo2.

Asi como la microbiota intestinal puede modificarse debido a diversos factores,
también se ha propuesto que a nivel nasal el uso de ciertos medicamentos y
sustancias, especialmente de manera topica, pueden producir alteraciones en la
microbiota nasal. Los tratamientos con lavados nasales y esteroides tOpicos son
ampliamente utilizados en el tratamiento de la rinitis alérgica, sin embargo, el

impacto de estas terapias sobre la microbiota nasal no esta bien estudiada®.

Se han propuesto diversos mecanismos por los cuales los esteroides tdpicos
nasales modulan la inflamacioén. Se ha sefialado que actuan tanto a nivel de las
células epiteliales como de las células inflamatorias, lo cual incluye la modulacién
de los mastocitos, células TH2, eosindfilos y la via del &cido araquidonico. El uso
de esteroides tépicos nasales y otros medicamentos puede estimular cambios
temporales en la comunidad bacteriana e incluso permanentes con alteracion en

la composicion y funcién de la microbiota condicionando numerosos efectos
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patogénicos. Al considerarse como tratamiento de primera linea para la rinitis
alérgica, el mecanismo de accion de estos medicamentos deberia ser

mayormente entendido3*.

La via topica es mayormente utilizada en comparacion a la via oral, ya que puede
ser administrada por largos periodos de tiempo sin efectos adversos
significativos. Diversos factores pueden alterar la efectividad de estos
medicamentos como el tipo de esteroide, la dosis y método de aplicacién; por
otra parte, existe controversia si las caracteristicas del paciente como el perfil

taxonémico de microbiota nasal y faringea puedan afectan su efectividad®®.

Los antibioticos y corticosteroides sistémicos han sido de utlidad como
tratamiento para pacientes con rinosinusitis aguda y cronica al reducir la carga
bacterianay la inflamacion de la mucosa. Desafortunadamente, la mejoria clinica
es de corta duracién y los sintomas se repiten con frecuencia luego del cese del
tratamiento. El impacto de estas terapias sistémicas en la microbiota no esta bien
definido. Un mejor conocimiento de como las terapias médicas influyen en el
ecosistema intranasal puede permitir una prescripcion mas efectiva y el
desarrollo de tratamientos mas especificos. Existe poca evidencia sobre
resultados favorables en con el uso de antibiéticos a largo plazo y estudios
recientes han sugerido que la exposicion frecuente a antibioticos (especialmente
macrolidos) podria estar implicada en el desarrollo de alergias e inflamacion
crénica de la cavidad nasal®®. Incluso los esquemas cortos de tratamiento
pueden producir cambios a largo plazo, especialmente en los 2 primeros afios

durante la infancia3’.

De igual manera se ha estudiado los cambios en la microbiota bronquial y su
impacto en el asma, en donde se ha demostrado un aumento en la diversidad
microbiana en la via aérea de estos pacientes. Asi mismo se han realizado
comparaciones con sujetos sanos y se ha encontrado una mayor expansion de
bacterias patégenas en sujetos asmaticos, sobre todo Haemophilus
parainfluenzae, que a su vez reducen la respuesta celular de los corticosteroides

y su eficacia para el tratamiento del asmas38.

Actualmente se sabe que los pulmones son colonizados por bacterias desde muy
temprana edad (anteriormente se pensaba que era un area estéril), aunque en

proporciones mas bajas en comparacion a otras areas del cuerpo. Esta
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microbiota es diversa y compleja, encontrandose predominio de bacterias del
phylum Firmicutes, Proteobacteria, Bacterioides, Actinobacteria y Fusobacteria.
Investigaciones previas sugieren que la microbiota pulmonar podria contribuir a
la patogénesis del asma, asi como también la microbiota intestinal puede
influenciar el desarrollo de la atopia. Se han demostrado diferencias significativas
basadas en el tratamiento corticosteroide, particularmente con la combinacion

oral e inhalada, asi como también con el grado de obstruccién de la via aérea®°.

A nivel nasal se ha demostrado en adultos que la disbiosis de la microbiota en la
mucosa del cornete inferior esta relacionada con una IgE total alta (mayor a 200
Ul/ml) lo que sugiere que esta puede verse afectada por respuestas alérgicas
acumuladas contra alérgenos sensibilizados. Las alteraciones de los microbios
especificos en este sitio juegan un papel potencial en la fisiopatologia de la
enfermedad, particularmente un aumento de Staphylococcus aureus con baja
abundancia de Actinobacteria (Propionibacterium acnes)?®. También existen
estudios sobre la diversidad bacteriana en los pacientes con rinosinusitis cronica
en donde se ha encontrado una reduccion significativa en la microbiota sinusal
con enriquecimiento de anaerobios, lo cual se asocia con enfermedad mas

severa y necesidad de cirugia®!.

Por otra parte, se ha demostrado que los probiéticos tienen la capacidad de crear
condiciones que facilitan una estimulacion de la respuesta TH2 inducida por
alérgenos hacia un estado de salud regulado y balanceado. Las bacterias acido-
lacticas se encuentran entre los probidticos més importantes del organismo,
tipicamente asociados con el tracto gastrointestinal humano. Lactobacillus casei
es una especie que ha sido ampliamente estudiado. Existe evidencia que apoya
su uso ya que disminuye los sintomas de inflamacién gastrointestinal en nifios
con dermatitis atopica, modula la inflamacion en la enfermedad de Crohn y tiene
fuertes propiedades antimicrobianas*?. Diversos estudios demuestran que su
administracion por via oral modifica las respuestas especificas por alérgenos en
rinitis alérgica, lo cual se relaciona con un cambio en la produccién de citoquinas

de TH2 a TH1 especialmente interferén que actia como inhibidor TH243.

Es importante tener un mejor entendimiento de la microbiota nasal por varias
razones: especies de bacterias de la nasofaringe se han visto asociadas en el

desarrollo de sibilancias en nifios, lo cual sugiere un papel potencial de la
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microbiota nasal en la patogénesis del asma. Segundo, el pasaje nasal se
comunica directamente con los pulmones, lo cual sugiere una biologia

compartida de las vias respiratorias superiores e inferiores*.

Dado el papel influyente del microbioma en la patogénesis de las infecciones del
tracto respiratorio y las enfermedades atopicas, es importante comprender las
interacciones bacterianas, como trabajan para regular la densidad y los factores
de expresion de virulencia, asi como la capacidad para producir enfermedad.
Todo ello proporcionara nuevos enfoques de tratamiento y prevencion para las

enfermedades atopicas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La rinitis alérgica es una enfermedad de alta prevalencia en escolares, la cual
condiciona ausentismo escolar, altos costos econémicos a nivel hospitalario y
disminucién de la calidad de vida. Las estrategias para evitar la exposicion de
alérgenos a menudo son desafiantes y poco practicas, mientras que los
tratamientos farmacéuticos a menudo se limitan solamente a enmascarar los

sintomas de la rinitis alérgica y no ofrecen una solucion definitiva al problema.

Dado el papel influyente de la microbiota en la patogénesis de las infecciones
del tracto respiratorio y las enfermedades atdpicas, la modulacién de los
ecosistemas disbidticos o la reconstitucion de la microbiota podria ser una

medida posible para reducir las enfermedades respiratorias y las alergias.

A pesar de existir conclusiones distintas entre los estudios publicados, la
hipotesis de la disbiosis ha sido ampliamente sugerida como un mecanismo por
el cual el desequilibrio de las comunidades microbianas contribuye a la patogenia
de la enfermedad alérgica y la exacerbacion de los sintomas como sucede en la
rinitis alérgica; sin embargo, esta propuesta es controversial debido a la
disponibilidad de técnicas adecuadas de secuenciacion y purificacion de ADN, y
por ende en los géneros y familias de bacterias involucradas en el desarrollo de
esta enfermedad, asi como el impacto de los corticoesteroides intranasales en
la microbiota nasofaringea . No existe informacion de dichos cambios en los

nifios escolares de nuestro pais.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es el método adecuado de secuenciacion y purificacion de ADN de
microbiota nasofaringea en escolares mexicanos con rinitis alérgica en

tratamiento con corticoesteroides intranasales o solucion salina?

23



JUSTIFICACION

Las enfermedades alérgicas son cada vez mas prevalentes en poblacion infantil
escolar por lo que se han convertido en un problema importante de salud publica,
generando carga economica considerable para el sistema de salud. Existe
evidencia de que la disbiosis de la microbiota nasofaringea puede predisponer

al desarrollo de enfermedades atdpicas como rinitis alérgica.

A la fecha no existen reportes sobre las técnicas de secuenciacion y purificacion
del ADN bacteriano en pacientes pediatricos mexicanos, ni del perfil taxonémico
de la microbiota nasofaringea en poblacion infantil con rinitis alérgica en nuestro
pais. El proyecto que se propone plantea describir un método correcto de
secuenciacion de las muestras de microbiota nasofaringea, que permita conocer
Su caracterizacion en pacientes con rinitis alérgica sometidos a esteroides

intranasales o solucién salina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir el método adecuado de secuenciacion y purificacion del ADN de la
microbiota nasofaringea en escolares mexicanos con rinitis alérgica sometidos a

esteroides intranasales o solucion salina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir el método de secuenciacién y purificacion de ADN (V1 —V9) de
la microbiota nasofaringea en escolares mexicanos.

e Conocer los perfiles taxonémicos de la microbiota nasofaringea de
escolares con rinitis alérgica en tratamiento con esteroides intranasales o
solucion salina.

e Comparar los perfiles de la microbiota nasofaringea de escolares con
rinitis alérgica y sin rinitis alérgica.

e Comparar los perfiles de la microbiota nasofaringea de escolares con
rinitis alérgica en tratamiento con esteroides intranasales y con solucién
salina.

e Determinar si existen diferencias en los perfiles taxonémicos de la
microbiota nasofaringea de escolares de los cuatro grupos (pacientes con
rinitis alérgica sin tratamiento previo (incidentes), pacientes sin rinitis
alérgica, pacientes con rinitis alérgica en tratamiento con esteroides

intranasales o con solucién salina.
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HIPOTESIS

Hi: Existe diferencia en los perfiles bacterianos de la microbiota
nasofaringea de escolares con rinitis alérgica y sin rinitis alérgica,
especificamente en la abundancia de los géneros Haemophilis, Moraxella,

y Neisseria de al menos 5%.

Hi: Existe diferencia en los perfiles bacterianos de la microbiota
nasofaringea de escolares con rinitis alérgica en tratamiento con
esteroides intranasales en comparacion con escolares en tratamiento con
solucién salina intranasal, especificamente en la abundancia del género

Neisseria de al menos 5%.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio: Estudio transversal descriptivo de la metodologia para

extraccion y purificacion de ADN bacteriano de microbiota nasofaringea.

Lugar del estudio: Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica del
Hospital Infantil de México Federico Gomez y Departamento de Gendmica de

Poblaciones del Instituto Nacional de Medicina Gendémica.

Tamafio de la muestra: El nUmero de escolares a incluir en cada grupo, con el
propésito de identificar diferencias taxonémicas en la microbiota nasofaringea de
escolares con rinitis alérgica, se calcul6é considerando la abundancia del género
Neisseria, el cual reportd diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) de
abundancia relativa en escolares con rinitis alérgica en comparacion de los pacientes
sanos (5.08 + 4.60 vs 2.86 + 2.42), de acuerdo al estudio publicado por Chiu, et al
2017 en poblacion infantil'3. Este calculo se realizdé por diferencia de medias,
para poder observar un efecto similar al previamente reportado y con un poder

estadistico de 0.8.

NUmero necesario para estandarizacion de método de extraccion de ADN: 104

individuos, los cuales seran distribuidos de la siguiente forma:
Escolares con rinitis alérgica sin tratamiento previo (incidentes): 26 casos

Escolares con rinitis alérgica en tratamiento con esteroides intranasales: 26

casos
Escolares con rinitis alérgica en tratamiento con solucién salina: 26 casos
Escolares sin diagnostico de rinitis alérgica: 26 casos

Este estudio forma parte del Global Asthma Network Fase 2, el cual tiene como
propésito confirmar a través de estudios objetivos, los diagnésticos de asma,
rinitis alérgica y dermatitis atépica en escolares con factores de riesgo y sintomas
sugestivos de enfermedades alérgicas. Los pacientes son clasificados de
acuerdo a sus sintomas y resultados de las pruebas objetivas de diagnostico
(pruebas cutaneas, espirometria pre y post broncodilatador y niveles séricos de

IgE total y especifica para 5 alérgenos)*®.
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Criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

- Escolares de 6-10 afos con - Uso de antibioticos 3 meses previos al
participacion previa en la Fase Il del estudio

estudio Global Asthma Network con -Presencia de cuadro infeccioso agudo

diagndstico reciente de rinitis alérgica en | en via aérea superior al momento del
tratamiento con esteroides intranasales | estudio

o solucién salina -Estar en tratamiento con esteroides
-Consentimiento informado, firmado por | sistémicos o antileucotrienos

los padres o tutores. -No contar con consentimiento
informado firmado por padre, madre o

tutor

Diagndstico de rinitis alérgica:
Cuestionario de sintomas y factores de riesgo:

Se aplicard a los tutores de los escolares seleccionados un cuestionario de
sintomas y factores de riesgo. Consta de 97 preguntas, que hacen referencia a
sintomas sugestivos de asma, rinitis alérgica y dermatitis atépica, manejo
farmacoldgico, frecuencia con la que han acudido a los servicios de salud debido
a la presencia de sintomas y factores de riesgo ambientales y genéticos

asociados:
Preguntas respecto a sintomas de rinitis alérgica*®:

22. ¢ ALGUNA VEZ EN SU VIDA, Su hijo ha tenido estornudos muy

frecuentes, escurrimiento nasal o nariz tapada sin estar enfermo o con

gripa?

si| ] No []
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23.  ENLOS ULTIMOS 12 MESES, ¢ Su hijo ha tenido estornudos muy

frecuentes, escurrimiento nasal o nariz tapada sin estar resfriado o con

aripa?

si[] No []
24. EN LOS ULTIMOS 12 MESES, ¢Los problemas de la nariz de su hijo

(estornudos muy frecuentes, escurrimiento nasal, nariz tapada) se han

acompafado de enrojecimiento, comezon en los ojos y lagrimeo?

si[] No [ ]
25. EN LOS ULTIMOS 12 MESES, ¢ Los problemas de la nariz de su hijo

(estornudos muy frecuentes, escurrimiento nasal, nariz tapada) se han

acompafado de comezoén en la nariz?

si[] No []
26. En cual de los ultimos 12 meses se present6 en su hijo el cuadro de

estornudos muy frecuentes, comezén en la nariz, ¢ escurrimiento de moco

acuoso y obstruccion nasal? (Se puede marcar mas de un mes)

Enero [] Mayo [] Septiembre  []
Febrero [ ] Junio [] Octubre []
Marzo ] Julio [] Noviembre [ ]
Abril ] Agosto [] Diciembre []

27. EN LOS ULTIMOS 12 MESES, ¢Qué tanto han afectado la vida diaria

de su hijo los estornudos frecuentes, escurrimiento nasal, nariz tapada y

comezon de nariz?
Nadal_] Poco [ ] Moderadamente[ ] ~ Mucho []
28. ¢ Alguna vez le han dicho que su hijo tiene rinitis alérgica?
si| ] No ]
29. ¢Larrinitis alérgica fue diagnosticada por un meédico?
si| ] No [ ]
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Demografico: lugar donde habita el escolar, las caracteristicas del entorno de la
casa, lugar donde acude a la escuela, edad, sexo, fecha de realizacion de
cuestionario, lugar, fecha de nacimiento y escolaridad del escolar y los tutores).

Estilo de vida: actividad fisica (tipo de actividad fisica y frecuencia al mes) y
frecuencia en consumo de alimentos (carne, pescado, verduras crudas, verduras
cocidas, alimentos altos en carbohidratos y sodio como hamburguesas, jugo de

frutas y refresco)

Antecedentes heredofamiliares: presencia de asma, rinitis alérgica y/o dermatitis

atopica en madre y padre del escolar.

Antecedentes patoldgicos y no patolégicos: peso al nacer, lactancia materna
durante los primeros afios de vida y la duracién de la misma, ablactacién,
esquema de vacunacion, niamero de hospitalizaciones, antecedente de tos

ferina, tuberculosis, enfermedad por parasitos o sarampion.

Ambiental: combustible para cocinar, exposicion al humo de tabaco, exposicion
a animales con abundante pelo (gato, perro, conejo, etc.), hacinamiento,
caracteristicas del suelo de habitacion, ventana, recubrimiento de la cama,
almohada y la presencia de manchas de humedad o moho en las paredes de la
casa donde habita el escolar.

Toma de muestra sanguinea venosa:

Se tomara una muestra sanguinea venosa para la determinacion de IgE sérica

total y especifica. Se obtendran 6 ml de sangre por estudio:
-6 ml de sangre en tubo rojo para obtencion de IgE sérica y especifica.

La determinacion de IgE se medird en el laboratorio de Alergia del Hospital
Infantil de México Federico Gémez con el aparato INMUNOCAP Phadia 100 y

permitira:

- Hacer la comparacion y validacion de los resultados obtenidos como positivos

en las pruebas de Prick to Prick.

- Conocer el grado de susceptibilidad que tiene la poblacion en estudio a

enfermedades atopicas.
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Los niveles de IgE sérica que se consideran normales son?:

Escolares de 6-8 afios de edad: 1-161 U/ml

Escolares de 9-10 afios de edad: 0.98-570 U/ml

El nivel de IgE especifica normal para Aero alergenos y alimentos es <0.35 U/ml.

La toma de muestras de sangre se realizara en el Servicio de Alergia e
Inmunologia Clinica Pediatrica del Hospital Infantil de México Federico Gomez y
estara a cargo de personal debidamente capacitado en aspectos técnicos de la

venopuncion.

El personal involucrado en la extraccién de sangre se lavara las manos antes y
después de tener contacto con cualquier paciente. Usara el equipo de proteccién
basico como bata, guantes y cubrebocas para evitar cualquier salpicadura de
sangre y una posible transmision de infecciones virales por diferentes agentes
bioldgico-infecciosos. Antes de cada procedimiento, se limpiaran las superficies
potencialmente contaminadas de sangre o salpicaduras con hipoclorito de sodio
al 0.5% o alcohol al 70%. Si la bata se llegara a contaminar con salpicaduras de

sangre, se le entregara a una compafiia especializada en su lavado.

Todas las agujas utilizadas en el estudio seran nuevas y estériles. La zona de
puncién se desinfectara previamente con alcohol. Al salir del empaque la aguja
no entrard en contacto con ningun elemento, si esto sucede accidentalmente, la

aguja se reemplazara por una nueva.

Se utilizaran tubos vacutainer sellados y manufacturados en plastico para
disminuir el riesgo de accidentes ocasionados por rupturas o derrames de
sangre. Se conectara una aguja al tubo atravesando su tapa, permitiendo que la
sangre fluya directamente del paciente al tubo. Una vez retirada la aguja, la tapa

se sella automaticamente.

Se informara a los participantes sobre el tipo de procedimiento y las potenciales
molestias que pudiera causar. El responsable de la toma de muestra sanguinea
se ayudara de otra persona para sujetar el brazo del participante. Una vez
extraida la muestra de sangre, cada tubo se rotulara con un cdédigo de

identificacion Unico para cada uno de los participantes a los que se les realizara
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este estudio y se almacenard en un area reservada a 4°C hasta su

procesamiento.

Después de cada proceso, las mesas seran tratadas con hipoclorito para eliminar

cualquier residuo bioldgico.

Todo el material contaminado con fluidos biolégicos como algodones, guantes y
los tubos ya usados se colocaran en una bolsa de polietileno roja, que se llenara
hasta un 80% de su capacidad, mientras que los objetos punzocortantes se
colocardn en recipientes de plastico de polipropileno rojo, los cuales seran
rigidos y libres de cloro, permitiendo verificar el volumen ocupado. Estos
recipientes seran resistentes a golpes o fracturas, contendran la leyenda
‘residuos peligrosos punzocortantes bioldgico-infecciosos”, y seran llenados
hasta un 80% de su capacidad. Las agujas no se re-enfundaran, ni se doblaran;
se desecharan en el recipiente rigido, evitando su manipulacion. Tanto las bolsas
de polietileno como los recipientes de polipropileno tendran un area especifica

en el laboratorio y no se almacenaran mas de un mes.
Pruebas cutaneas:

Las pruebas cutaneas (Prick to prick) se realizaran con el propdésito de valorar la
sensibilizacién que tiene el paciente a uno o multiples alérgenos como hongos,
epitelios de animales, pélenes de arboles, malezas y algunos alimentos. Esta
prueba consiste en aplicar una pequefia cantidad de extracto alergénico
glicerinado sobre la piel de los antebrazos o de la espalda del paciente. Mediante
una pequefia puncién con una lanceta de 3 milimetros de punta, donde se
escarifica de manera que se atraviesa epidermis introduciendo la gota hasta la
parte superficial de la piel para lograr la penetracion del extracto alergénico justo
debajo de la epidermis, liberando histamina. Esto dara como resultado eritema y
una roncha. Se considerara un resultado es positivo cuando la papula resultante
de la puncién del extracto alergénico sea por lo menos 3 mm superior al diametro

mayor del control negativo.

Esta herramienta diagnostica complementa el diagnéstico de rinitis alérgica,
basandose previamente en la historia clinica y la presencia de inmunoglobulina
E (IgE).
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Los alérgenos que seran evaluados en las pruebas cutaneas son los siguientes:

e Hongos: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum.

e Epitelios: caballo, perro, gato y pollo.

e Intradomiciliarios: = Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus, Blatelia Germanica, Periplaneta americana y Blomia
tropicalis.

e Poélenes: Ambrosia trifida, Artemisa vulgaris, Chenopodim albun,
Chynodon dactylon, Flexinus excelsior, Helianthus annus, Ligustrum
vulgare, Lolium perenne, Phleum pratense, Plantago lanceolada, Quercus
robur, Rumex spp, Salsola kali y Schinus molle.

e Alimentos: cacahuate, cacao, clara de huevo, maiz, nuez, soya, trigo,

caseina, camaron y yema de huevo.

Esta prueba se realizara en el Laboratorio de Alergia del Hospital Infantil de
México Federico Gémez por personal calificado. Antes de su realizacion se
tomaran los signos vitales (tension arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, porcentaje de saturacion en sangre a través de un dispositivo digital
y temperatura) y se dard una explicacién del procedimiento, tanto al escolar
como al tutor. Una vez que se proporciond la informacion y se resolvieron las
dudas, se le pedira al tutor que le retire al paciente la ropa del tronco y le coloque
una bata de algodén con la abertura hacia la espalda en caso de ser necesario
realizar las pruebas en la espalda o que descubra los antebrazos del paciente.
Posteriormente, con una torunda de algodon se limpiarda el area donde se
colocaran los alérgenos. La prueba se realiza aplicando una pequefia cantidad
de extracto alergénico glicerinado sobre la piel. Mediante una pequefia puncion
con una aguja fina que atraviesa la gota hasta la parte superficial de la piel, se
logra la penetracion de pequefias cantidades de extracto alergénico justo debajo
de la epidermis. Si existen células cebadas sensibilizadas con IgE especifica en
el tejido del paciente, la penetracion del alergeno provocara la liberacion de
histamina, resultando en una respuesta de ronchay eritema. Para considerar un

resultado como positivo, la papula resultante de la puncién del extracto
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alergénico debe ser por lo menos 3 mm superior al diAmetro mayor del control

negativo?’.

Una vez realizadas las pruebas cutadneas, las lancetas metdlicas utilizadas en
los pacientes (2-3 lancetas punzantes de 3mm por paciente), seran deshechas
inmediatamente después de su uso en el contenedor rojo de polietileno
perteneciente a los objetos punzocortantes. Los residuos no anatémicos como
gasas, algodones y guantes que se encuentren en contacto con la sangre del
paciente, seran desechados en el contenedor rojo ubicado en el Laboratorio de

Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica.

Posterior a la valoracion de los pacientes por médicos adscritos y residentes del
Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica, se seleccionaran los
escolares (por muestreo no probabilistico) de acuerdo al diagndstico (con rinitis
alérgica y sin rinitis alérgica) y al tipo de tratamiento (esteroides intranasales o

solucion salina).
Técnica de hisopado:

Se obtendran una muestra de microbiota nasofaringea en pacientes con
diagnéstico reciente de rinitis alérgica en tratamiento con esteroides intranasales
o solucidn salina. Las muestras seran tomadas por otorrinolaring6logos pediatras
capacitados, a través de un hisopado nasofaringeo con hisopos de fibra de nylon
(Copan, 503CS019). La muestra obtenida con el hisopo se transferira a un tubo
para microcentrifuga de 2 ml que contenga 1 ml de solucién PBS (Phosphate
Buffered Saline). El hisopo se sumergira en el PBS durante 20 segundos, y con
movimientos rotatorios se transferira la muestra. Este tubo se transportara a 4°
C a las instalaciones del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, donde se

realizara el proceso de extraccion de ADN microbiano.
El procedimiento para la toma de la muestra en nasofaringe sera el siguiente*®:

1. Se recostara al paciente y se elevara un poco la cabeza.

2. 2. Seintroducira suavemente el hisopo de nylon flexible estériles, paralelo
al paladar, casi en su totalidad hasta llegar a la nasofaringe
(aproximadamente 2.5 cm en nifios)

3. Una vez ahi, se rotara suavemente el hisopo para frotar la pared de la

nasofaringe y sera retirado cuidadosamente sin dejar de rotar.
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4. Se introducird la punta del hisopo en el tubo de ensayo que contiene
medio de transporte estéril o solucién salina al 0.85% estéril, el resto se
corta y se desecha; se cierra el tubo perfectamente y se mantiene a 4°C.

5. Cada tubo se marca colocando una tela adhesiva (se evitara papel
engomado, masking-tape), en la cual se escribe el nombre del paciente,
un codigo de identificacion y la fecha de toma de muestra.

6. Los tubos con las muestras deben mantenerse en refrigeracion (o en la
hielera con la bolsa refrigerante, para ser trasportadas en menos de 4

horas al Instituto Nacional de Medicina Gendmica para su procesamiento.

En el caso de los pacientes con rinitis alérgica de diagnostico reciente (<1 mes),
sin tratamiento previo y los pacientes sin rinitis alérgica (controles), la toma de la
muestra de microbiota nasofaringea por hisopado se realizara en un periodo de

2 semanas maximo, posterior al diagnéstico.

Los pacientes con rinitis alérgica en tratamiento con esteroides intranasales o
solucidn salina, la toma de muestra se llevara a cabo en un periodo minimo de 4

semanas y maximo de 8, posterior al inicio del tratamiento.
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existe diferencias entre la composiciéon de la microbiota
nasofaringea entre escolares con rinitis alérgica en tratamiento con esteroides
intranasales o solucion salina, se realizaran analisis de PERMANOVA sobre la
distancia de Bray-Curtis, y la distancia Unifrac ponderada y no ponderada.
Ademas, para identificar taxones enriquecidos o disminuidos en los grupos de
estudio se utilizara el paquete de LEfSe (Linear discriminant analysis effect size,
Segata et al., 2011) con los pardmetros preestablecidos. Este paquete utiliza un
algoritmo  disefiado para identificar biomarcadores en  andlisis
multidimensionales caracterizados por dos o mas condiciones biolégicas. Es
importante mencionar que este tipo de analisis se basa en la relevancia
estadistica, sin embargo, también toma en cuenta la consistencia biolégica y el

tamarfo del efecto.

Para evaluar la relacion entre los taxones diferenciados y los marcadores del
sistema inmune primero se normalizaran las abundancias a partir del método de
BoxCox y posteriormente se realizaran modelos de regresion lineal ajustando
por variables basicas como sexo y edad, asi como por variables técnicas como
el nimero de secuencias. Los valores de P se ajustaran para pruebas multiples

utilizando el método de Benjamini y Hochberg.
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VARIABLE

VARIABLES

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE
VARIABLE

CATEGORIA

Sexo

Edad

Rinitis Alérgica

Estornudos,
rinorrea,
obstruccién nasal

alguna vez.

Estornudos,
rinorrea,
obstruccién nasal
en los ultimos 12

meses

Ardor de ojo y
lagrimeo con
molestias nasales
en los ultimos 12

meses

Condicién organica
que diferencia a dos
individuos por sus
caracteristicas

reproductivas

Tiempo que ha
vivido una persona
desde su

nacimiento.

Enfermedad
inflamatoria crénica
de la mucosa nasal

mediada por IgE.

Sintomas de
enfermedad o
alteracion no
especifica a nivel

nasal.

Sintomas de
alteracion a nivel
nasal sugestivos de

rinitis alérgica.

Sintomas que
sugieren cuadro de
alergia con

rinoconjuntivitis.

Cualitativa
Nominal

Cuantitativa

Continua

Cualitativa

Dicotdmica

Cualitativa

Dicotbmica

Cualitativa

Dicotdmica

Cualitativa

Dicotdmica

Hombre

Mujer

ARos

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No
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Inmunoglobulina E
sérica total y

especifica.

Uso de
corticoesteroides

intranasales

Uso de solucion

salina

Microbiota

nasofaringea:

Medida la

diversidad alfa

Microbiota

nasofaringea:

Medida de la

diversidad beta

Microbiota

nasofaringea:

Anticuerpo
implicado en la
alergia y respuesta
inmune contra
diversos agentes

patégenos.

Medicamento de
aplicacion tépica
nasal para el control
de los sintomas
inflamatorios de la
rinitis alérgica
Medicamento
utilizado para
realizar aseos

nasales.

Diversidad
intrinseca de la
comunidad
bacteriana en la
microbiota

nasofaringea.

Tasa de cambio en
la composicién de
distintas
comunidades de la
microbiota

nasofaringea.

Conjunto de

microorganismos

Cuantitativa

Continua

Cualitativa

Dicotomica

Cualitativa

Dicotomica

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

>161 U/ml
(escolares de

6-8 afos)

>570 U/ml
(escolares de
9-10 afos)

Si

No

Si

No

Riqueza
(indice de
Chao),
diversidad
(indice de

Shannon

Distancia de
Bray-Curtis,
Unifrac
ponderado y

no ponderado

Abundancia

relativa de
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Medida de la
composicion de la
microbiota

nasofaringea

gue se encuentran
de manera normal

en la nasofaringe.

diferentes
taxones en
unidades
funcionales

taxonémicas

(OTU s)
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RESULTADOS PRELIMINARES

A continuacién, se esquematiza la muestra obtenida en el periodo de enero-abril
2019:

8 pacientes con rinitis Extraccion de ADN
alérgica <1ml
12 escolares con
muestra de hisopado
nasofaringeo con swab
el 4 pacientes sin rinitis Extraccién de ADN
alérgica (controles) <0.8ml

Se obtuvieron 24 muestras de hisopado nasofaringeo de 12 pacientes, de los
cuales, 8 fueron de pacientes con rinitis alérgica y 4 de pacientes sin rinitis

alérgica con las siguientes caracteristicas demograficas:

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de pacientes reclutados para

estandarizacién de método de secuenciacion.

Caracteristicas Grupo con rinitis alérgica Grupo sin rinitis alérgica
N (%) N (%)

Sexo

Masculino 2 (25) 3 (75)

Femenino 6 (75) 1 (25)

Edad 8+1.4 6+1.8

IgE total >160 Ul/ml 8 (100) 3 (75)

IgE especifica >0.35 Ul/ml (1 o 7 (87.5) 1 (25)

mas alérgenos)

El procedimiento de extraccion y purificacion de ADN de microbioma

nasofaringea en las 24 muestras fue la siguiente:

Una vez obtenido la muestra de ADN nasofaringeo con hisopos (Copan,

503CS019), se transporta en 1 ml de medio con tioglicolato (Swab, Copan).

40




Se empled el kit QiAmp Microbiome (Qiagen) para la extraccion de ADN

siguiendo lo descrito en el inserto:

>

(Para obtener la mayor cantidad de muestra en el medio, se centrifugo el
hisopo por 5 minutos).

Por cada ml de muestra agregar 500 ul de buffer AHL en un microtubo de
2 ml, incubar a temperatura ambiente con rotacion por inversion.
Centrifugar a 10,000 g por 10 minutos y quitar cuidadosamente el
sobrenadante.

Agregar 190 ul de Buffer RDD y 2.5 pyl de Benzonasa. Mezclar bien en
vortex e incubar a 37° C por 30 minutos en una placa de calentamiento.
Agregar 20 pl de proteinasa K e incubar a 56°C por 30 minutos en placa
de calentamiento.

Hacer un ligero spin en el tubo (eliminar condensacion). Agregar 200 pl
de buffer ATL (con reactivo DX*). Homogenizar en vortex y transferir la
muestra al tubo de lisis (Pathogen Lysis tuve L).

Realizar la lisis en equipo FastPrep a una velocidad de 6.5m/s por 45
segundos, esperar 5 minutos con la muestra en hielo y repetir el
procedimiento.

Homogenizar muestra y centrifugar a 10,000 g por 1 minuto, homogenizar
cuidadosamente y transferir el sobrenadante a un microtubo nuevo.
Agregar 40 pl de proteinasa K, mezclar en vortex e incubar a 56° C
durante 30 minutos en la parrilla de calentamiento.

Colocar 200 pl de buffer APL2 y mezclar en vértex por 30 segundos.
Incubar a 70° C durante 10 minutos y hacer un rapido “spin”.

Anadir 200 pl de EtOH y mezclar en vortex por aproximadamente 30
segundos.

Transferir los 700 pl de la muestra a la columna (sin mojar el borde), cerrar
la tapa y centrifugar a 6,000 g por 1 minuto.

Desechar “flujo continuo” del tubo colector, poner nuevamente la columna
en el tubo colector y volver a centrifugar en caso de tener muestra

remanente.
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e Transferir la columna a un tubo colector nuevo. Abrir cuidadosamente la
tapa y agregar 500 pl de buffer AWL1. Cerrar la tapa y centrifugar a 6,000
g por 1 minuto. Colocar la columna en un tubo colector de 2 ml nuevo y
eliminar el filtrado.

e Abrir la columna y colocar 500 ul de buffer AW2, centrifugar a maxima
velocidad por 3 minutos.

e Colocar la columna en un tubo colector de 2 ml nuevo. Eliminar el filtrado
y centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto.

e Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml nuevo y agregar 50 ul de buffer
AVE en el centro de la membrana. Cerrar columna e incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos.

e Centrifugar a 6,000 g por 1 minuto para eludir ADN.

e Cuantificar muestra utilizando como blanco el buffer AVE.

Acorde al procedimiento anterior, se obtuvo 1ml de ADN durante la extraccion
de 12 muestras obtenidas entre ambos grupos de estudio, por lo que se obtuvo
muestra suficiente para iniciar la purificacion y ampliacion del ADN en region V1-
V4. La concentracion y pureza del ADN bacteriano se medird con un
espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific®) y la integridad a partir
de un gel de agarosa una vez que se obtengan minimo 50 muestras con

adecuada concentracion de ADN.

Pasos a seguir una vez obtenida la cantidad de muestra necesaria para

completar el proceso de estandarizacion son:
Preparacion de librerias:

Se amplificara la region V3 y V4 del gen 16S rRNA utilizando los primers de
lllumina. La purificacion, indexado y secuenciacion de los amplicones se hara
siguiendo el protocolo descrito (REF-illumina). Para el multiplexeado de las
muestras se utilizara el kit Nextera XT Index para 96 muestras (lllumina). La
libreria final se secuenciara en la plataforma NextSeq 500 de Illumina de la
Unidad de Secuenciacion del INMEGEN.

Secuenciacion de genomas completos bacterianos:

Con el fin de explorar las diferencias funcionales del microbioma entre los nifios

atopicos y los controles se realizara la secuenciacion de genomas completos
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bacterianos. Las librerias serdn secuenciadas utilizando la plataforma de
secuenciacion masiva NextSeq 500 de lllumina de la Unidad de Secuenciacion
del INMEGEN. Para la construccion de las librerias se utilizara el kit de lllumina
Nextera XT. Brevemente, el ADN sera fragmentado y posteriormente se
someterd a una PCR para ligarle los adaptadores de secuenciacion y los cédigos
de barras. Los fragmentos resultantes seran cargados en un gel de agarosa para
corroborar el tamafio de los fragmentos (aproximadamente 300 pb) los cuales

seran purificados con perlas de Ampure.
Analisis bioinformatico

La identificacion de las unidades taxonomicas funcionales (OTUs) y su
abundancia, se realizara a través del analisis de las secuencias de 16S rRNA
utilizando el programa abierto QIIME (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology). Brevemente se removeran los codigos de barras, se aplicaran los filtros
de calidad, se filtraran las quimeras y se realizara la identificacién y abundancia
de las unidades taxonémicas funcionales (OTUs) a través de un agrupamiento de
referencia cerrada (uclust) y tomando como referencia la base de datos
Greengenes. Para realizar una primera exploracion de los posibles cambios
funcionales en el metagenoma de los escolares con rinitis alérgica en tratamiento
con esteroides intranasales o solucién salina, se utilizara la herramienta Picrust,
la cual permite inferir los genes presentes en la comunidad de bacterias a partir

de la clasificacion taxonémica.

Por ultimo, con el fin de determinar los cambios funcionales del microbioma entre
los escolares con rinitis alérgica en tratamiento con esteroides intranasales o
solucion salina, se analizaran en un subgrupo de nifios las secuencias de los
genomas completos de bacterias. De manera general las lecturas que resulten
de la secuenciacion de metagendémica (genomas completos bacterianos) seran
procesadas para eliminar todas aquellas lecturas que tengan baja calidad y que
sean contaminacion de ADN humano. Para ello las secuencias obtenidas seran
alineadas contra el genoma humano usando BmTagger y todas aquellas que
resulten con homologia al genoma humano seran descartadas. Todas las
lecturas que hayan pasado los anteriores filtros de calidad seran alineadas contra
los genomas bacterianos del Human Microbiome Project (HMP) usando Bowtie.

Para la determinacion de la presencia/ausencia y abundancia relativa de vias
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metabdlicas microbianas en los perfiles metagenémicos se utilizara el programa
HUMAN. Esta herramienta permite establecer la abundancia de cada familia de
genes ortologos presentes en la comunidad y los clasifica acorde a KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes).
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DISCUSION

Se estima que la incidencia de la rinitis alérgica ha incrementado en los ultimos
afios por lo que se ha convertido en un problema de salud importante tanto en
nifios como adultos®'2. En cuanto al género, en términos generales no se han
encontrado mayores diferencias, sin embargo, en relacion con la edad se estima
que las enfermedades alérgicas son mas prevalentes en nifios mayores?, lo cual

corresponde con los hallazgos preliminares de este protocolo.

Por otra parte, la literatura ha marcado el papel de los niveles de IgE sérica en
la evaluacion diagndstica de la rinitis alérgica, siendo de mucha utilidad para
identificar de manera generalizada poblaciones con atopia o enfermedad
alérgica®1®. En los resultados preliminares de este estudio se encontré que el
100% de los nifios ya diagnosticados con rinitis alérgica presentaron niveles de
IgE total mayores a 160 Ul/ml. Chung y col. reportaron que valores > 150 Ul/ml
se puede considerar como un marcador favorable para realizar el diagndstico de
rinitis alérgica, mientras que Jacobs y col. reportan valores > 100 Ul/ml, sin
embargo, un nivel bajo no lo excluye. En cuanto a la IgE especifica, la mayoria
de los nifios presentaron niveles mayores a 0.35 Ul/ml, mientras que en el grupo
sin rinitis solamente se presentd en 1 paciente. Diversos estudios han
demostrado que esta prueba tiene una sensibilidad de 67 — 96% y especificidad
de 80 — 100%?2; ademas puede dirigir al clinico a seleccionar una terapéutica mas

apropiada, evitando tratamientos innecesarios o inefectivos.

Si bien, los métodos de extraccion y amplificacion bacteriana han permitido
describir el ADN microbiano, especificamente la regién V3-V4 del gen 16S rRNA
con primers de llumina, resulta importante reconocer la variabilidad genética
entre poblaciones y la técnica para obtener la muestra y procesamiento de esta.
De acuerdo con lo reportado, las limitaciones en cuanto al manejo y el
procesamiento de las muestras han sido una causa importante de resultados

controversiales?’.

Ademas, la mayoria de los estudios realizados sobre microbiota han considerado
a la cavidad nasal como un todo y esto no ha permitido determinar la variacién
biogeografica de los diversos microambientes nasales, ni como las técnicas para
toma de muestras pudieran captar esta diversidad microbiana. La literatura ha

reportado que los métodos principalmente utilizados para toma de muestras de
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nasofaringe han sido los hisopados transnasales y los lavados nasales, siendo
estos ultimos menos invasivos; sin embargo, se ha encontrado que los primeros
son superiores cuando se trata de llegar a las regiones mas posteriores de la
nariz, ya que con el hisopado se logran obtener muestras de poblaciones
microbianas mas especificas!l. Esta es la razén por la cual elegimos este

método.

Actualmente con el advenimiento de la tecnologia de secuenciacion de nueva
generacion se ha facilitado la caracterizacion de comunidades microbianas en
humanos, tanto sanos como enfermos. Esta tecnologia incluye la extraccion de
ADN llevando implicita la seleccion de un protocolo adecuado y especifico para
su obtencién!®, Mdltiples comparaciones sistematicas realizadas entre los kits
disponibles de forma comercial para la extraccion de ADN han establecido que
tanto la variacion en su disefio como en sus componentes pueden llevar a sesgos
técnicos, y por lo tanto, presentar diferencias en los resultados de la composiciéon

y estructura microbiana®.

La cantidad de ADN obtenido y la representacion bacteriana puede variar segun
los métodos para su extraccion ; sin embargo, los que se realizan con los kits
comerciales como Norgen y Qiagen, ( utilizado en este protocolo) , han mostrado
menor variacion técnica en relacion a los métodos no comerciales, esto
probablemente debido al uso de buffers y columnas de purificacion pre
elaboradas, por lo que cada vez se desarrollan kits comerciales para extraccion

de ADN a precios mas accesibles y de uso mas simplificado®°.

Durante la primera fase, y a pesar de no contar con articulos de referencia que
permitan conocer y comparar el método de extraccion y purificacion de ADN para
microbiota nasofaringea en poblacion mexicana, se buscé establecer la
estandarizacion de la metodologia a partir de 12 muestras nasofaringeas de
grupos heterogéneos, con lo cual durante la segunda fase del estudio, se podra
realizar su secuenciacion de una manera objetiva que proporcione informacién
respecto a la taxonomia de la mucosa nasofaringea de escolares mexicanos con

rinitis alérgica.
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CONCLUSION

La rinitis alérgica es una condicion prevalente en nifios escolares mexicanos. La
microbiota nasal juega un papel protector en el desarrollo de las enfermedades
atopicas, especificamente en la rinitis alérgica, por lo que cada vez se resalta su
importancia como una alternativa para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas en estos pacientes.

La secuenciacion de nueva generacion ha mostrado ser de utilidad en el estudio
del microbiota humana a través de la extraccion de ADN bacteriano y
amplificacion del gen 16S rRNA, especialmente cuando se dispone de un
protocolo adecuado, tanto para la toma de las muestras como para su extraccion
y purificacion; de esta manera se obtienen mejores resultados con menor sesgo

técnico.

Con este protocolo queda estandarizado el método para la toma de muestras y
secuenciacion de ADN bacteriano que sera utilizado en la caracterizacion de la
microbiota nasofaringea en escolares con rinitis alérgica en tratamiento con

esteroides nasales y solucion salina.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitante que se presentd en este trabajo es el hecho de que al
tratarse de un protocolo de estandarizacion de un método para secuenciacion de
ADN bacteriano, en esta primera fase aun no contamos con resultados de
microbiota nasofaringea de escolares mexicanos con rinitis alérgica por lo que
es necesario dar seguimiento a la segunda fase del protocolo para poder obtener
informacion que aporte alternativas para un mejor entendimiento de su papel en
el desarrollo y evolucién de las enfermedades alérgicas, asi como alternativas
terapéuticas para su tratamiento y como estas pueden o no afectar a la

microbiota de estos pacientes.

Por otra parte, otra limitacion fue la carencia de articulos de referencia en cuanto
a los métodos de extraccion y purificacion de ADN para microbiota nasofaringea
en poblacion mexicana, sin embargo con este trabajo se logré estandarizar la
metodologia y esto daré lugar a la continuacion de este protocolo; asi como
también podra servir de referencia para otros estudios.
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