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Resumen

La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva en la que una mutacion en el
cromosoma 7 que codifica a la Proteina Reguladora de Conductancia de Transmembrana
(CFTR) (JS, 2016). El funcionamiento anormal de la proteina CFTR eleva concentraciones de
bicarbonato modificando la concentracioén de aniones, desajustando la composicioén del moco y
aumentando la viscosidad, ocasionando su principal afeccion que consiste en una infeccion
cronica de las vias respiratorias a nivel endobroquial (D & CL, 2019).

El movimiento del moco proporciona un ambiente propicio para infecciones microbianas de
importancia clinica originadas por bacterias y hongos (B. C & AM, 2019). Estas infecciones
inician con el ingreso de bacterias en las vias respiratorias formando un biofilm en el
parénquima pulmonar que facilita la adhesion de microorganismos patogenos que invaden el
epitelio pulmonar, infectando y provocando dafo tisular (AC & VI, 2019).

Comprender las interacciones y la diversidad que se producen durante la infeccion es de
relevancia para un tratamiento oportuno, ya que los microorganismos pueden generar nichos de
dependencia nutricional u otras relaciones sinérgicas o antagonicas (C. S et al., 2018).

El estudio microbiolégico de la fibrosis quistica (FQ), actualmente se ha enfocado a que las
vias respiratorias de la FQ habitualmente albergan comunidades microbianas complejas y que
los cambios en la estructura y actividad de estas comunidades influyen en el estado clinico del
paciente y la progresion de la enfermedad pulmonar (B & PA, 2019).

En este estudio, se evalta la diversidad y estructuracion filogenética microbiana mediante la
elaboracion de arboles de las genotecas de microorganismos halladas dentro de las muestras de
esputo de pacientes con fibrosis quistica. Los filotipos presentes en muestras de esputo se

analizaron utilizando genotecas de clones de ARNribosomal 16S (Chmiel et al., 2014).
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Los resultados mostraron un espectro ampliado de filotipos bacterianos entre bacterias
oportunistas y patogenas. Como una relacion en cuanto a la progresion de la enfermedad en el
arbol A y una interaccion metabolica en el arbol B. Esto indica que la progresion del deterioro
pulmonar esta ligado a un conjunto de factores como interacciones metabdlicas, modificaciones

del parénquima pulmonar y coinfecciones.

Palabras clave: Bacterias, filogenética, fibrosis quistica, ADN ribosomal 16S, bioinformatica
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Abstract.

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease in which a mutation on chromosome 7
encoding the Transmembrane Conductance Regulatory Protein (CFTR) (JS, 2016). The
abnormal functioning of the CFTR protein raises bicarbonate concentrations, modifying the
concentration of anions, altering the composition of the mucus and increasing the viscosity,
causing its main condition that consists of a chronic infection of the respiratory tract at the
endobrochial level (D & CL, 2019).

Mucus movement provides an environment conducive to clinically important microbial
infections caused by bacteria and fungi (B. C & AM, 2019). These infections begin with the
entry of bacteria into the respiratory tract, forming a biofilm in the lung parenchyma that
facilitates the adhesion of pathogenic microorganisms that invade the lung epithelium, infecting
and causing tissue damage (AC & VI, 2019).

Understanding the interactions and diversity that occur during infection is relevant for timely
treatment, since microorganisms can generate niches of nutritional dependence or other
synergistic or antagonistic relationships (C. S et al., 2018).

The microbiological study of cystic fibrosis (CF) has currently focused on the fact that the CF
airways usually harbor complex microbial communities and that changes in the structure and
activity of these communities influence the patient's clinical status and progression of lung
disease (B & PA, 2019).

In this study, microbial phylogenetic diversity and structuring is evaluated by making trees of
the libraries of microorganisms found within sputum samples from patients with cystic fibrosis.
The phyllotypes present in sputum samples were analyzed using 16S ribosomal RNA clone
libraries (Chmiel et al., 2014).

The results showed an extended spectrum of bacterial phyllotypes between opportunistic and

pathogenic bacteria. As a relationship regarding the progression of the disease in tree A and a
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metabolic interaction in tree B. This indicates that the progression of lung deterioration is linked
to a set of factors such as metabolic interactions, modifications of the lung parenchyma and co-

infections.

Keywords: Bacteria, phylogenetics, cystic fibrosis, 16S ribosomal DNA, bioinformatics
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Introduccion.

La fibrosis quistica es una enfermedad multisistémica de cardcter autosomico recesivo
provocado por una mutaciéon en el cromosoma 7, responsable de codificar la Proteina
Reguladora de Conductancia Transmembrana (CFTR) (Gilligan, 2014), la cual incapacita a las
células epiteliales a bombear suficiente agua en las secreciones dejando como resultado
demasiada viscosidad debido al transporte defectuoso de sodio y cloro, lo que genera el facil
atrapamiento de microorganismos, especificamente en vias respiratorias inferiores (Chmiel et
al., 2014).

El incremento de los iones y la pérdida de agua en las vias aéreas dificultan el deslizamiento
del moco, produciendo un ambiente propicio para multiples infecciones de importancia clinica
como aquellas provocadas por bacterias y hongos filamentosos (Granchelli et al., 2018). Los
macrofagos alveolares reconocen los antigenos activando la inmunidad celular y asi poder
combatir al patdgeno, por esta razodn los pacientes con una marcada inmunosupresion o fibrosis
quistica se vuelven mas vulnerables a este tipo de afecciones (Renders et al., 2001).

Los microorganismos que suelen infectar a estos pacientes son hongos filamentosos y bacterias
Gram negativas. Actualmente varios patégenos han ido incrementando su prevalencia y estan
asociados con la elevacion de la tasa morbilidad y mortalidad (Psoter et al., 2017). Segtin datos
registrados por la fundacion de fibrosis quistica en Estados Unidos, describen que Pseudomonas
aeruginosa infectan al 20% de los jovenes y cerca del 80% de adultos, mientras que
Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia complex aumentan la prevalencia con
la edad, ademas se ve aumentado el riesgo de colonizacién con hongos filamentosos (Govan et
al., 2007).

Debido a este tipo de colonizaciones, la mayor parte de la morbilidad y la mortalidad se debe a
ciclos de exacerbaciones pulmonares, es decir episodios de respuesta inflamatoria aguda al

microbioma pulmonar, que son dificiles de prevenir y tratar, debido a que la causa no es
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comprendida, por lo que la aplicacion de cuidados preventivos y tratamiento oportuno eleva la
vida media de los pacientes (Foweraker, 2009).

Se cuenta con escasa informacion sobre la enfermedad en Ecuador, su etiologia, epidemiologia,
cuadro clinico, diagnostico e incluso el tratamiento por lo tanto es importante conocer los
microorganismos prevalentes y su respectivo perfil de susceptibilidad, de esta manera se podran
evitar complicaciones graves que podrian reducir la calidad de vida de los pacientes (Martinez,
2001).

Etiologia

El epitelio ciliado del aparato respiratorio transporta la secrecion mucosa por el arbol traqueo
bronquial, arrastrando cualquier particula, con la finalidad de tener un buen aclaramiento
mucociliar (Barto & Flume, 2010). Para que este proceso sea efectivo se necesita de un equilibrio
entre mucopolisacaridos y componentes serosos; de tal manera que el moco puede deslizarse
sin problema y ser eliminado a través de la superficie serosa del epitelio ciliado (Stenbit &
Flume, 2008).

En los pacientes con fibrosis quistica hay una alteracion en la secrecion mucosa debido a
mutacion del gen Phe508, convirtiéndola en una secrecién mas densa y viscosa (Turcios, 2020).
Por lo tanto, hay un incremento en la reabsorcion de sodio-cloro y un decrecimiento de
reabsorcion de agua; lo cual causa una deshidratacion en la superficie de las células epiteliales,
dificultando el adecuado deslizamiento del moco a través del arbol traqueo bronquial (Chapron
et al., 2011).

Epidemiologia

De acuerdo con el Ministerio de Salud Publica (2013) la fibrosis quistica es una enfermedad
frecuente en los grupos de origen caucésico con incidencias entre 1:2.500 a 1: 3.000 recién
nacidos vivos (RN). En Latinoamérica la incidencia en Chile es 1:4000 RN, en Argentina es

1:4500, y en nuestro pais, Ecuador, es 1:1252 RN (Ministerio de Salud Publica, 2013).
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En paises desarrollados como en Norteamérica y Europa el tiempo de supervivencia actual
puede superar los 40 afios y estos pueden ser portadores de mutaciones consideradas leves o de
bajo riesgo. En contraste, la media de sobrevida por fibrosis quistica en Latinoamérica es
variable y sus pacientes no alcanzan mas alla de los 15 afios de vida; en Ecuador esa media es
de 9.5 afios (Zurita et al., 2017).

Los pacientes inmunodeprimidos con patologias como neutropenia prolongada o fibrosis
quistica, que hayan tenido trasplantes de médula o que tenga una terapia con corticoides tienen
alta probabilidad de invasion por hongos (Dogan et al., 2019). Para los pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, Aspergillus spp. coloniza el epitelio ya que actividad
ciliar es baja. Por otro lado, los linfocitos Thl se ven suprimidos en pacientes que ingieren
corticoides, de esta manera altera la produccion de citoquinas de este linfocito, provocando un
aumento de las células Th2 lo que contribuye con la invasion (Quinn et al., 2019).

La complicacién mas frecuente causada por este hongo en estos pacientes es el ABPA que se
manifiesta del 6 al 25 % de nifios mayores a 6 afios con una funcion pulmonar disminuida y en
pacientes menores de 6 afios estd asociado a la colonizacion de Burkholderia cepacia,
Stenotrophomonas maltophilia y Candida albicans (Green & Jones, 2015).

Con estos antecedentes se puede establecer que el pulmon de pacientes con fibrosis quistica es
un entorno estable y con compuestos orgénicos junto con un aclaramiento microbiano limitado,
proporciona condiciones favorables para la proliferaciéon de muchos organismos (Chapron et
al., 2011). Una investigacion reciente mostr6 que las comunidades microbianas presentes en el
pulmoén afectado pueden ser mas complejas. Mediante el uso de medios de cultivo no selectivos
para los patogenos tradicionales, se han aislado varios microorganismos atipicos, incluidas
varias especies de Bordetella, Ralstonia, Acinetobacter y Moraxella (Zemanick et al., 2013).
Los estudios iniciales independientes de cultivos que utilizan polimorfismo de longitud de

fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP) sugirieron la presencia de una mayor diversidad
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bacteriana que la que se cultiva normalmente en pacientes. Aunque los perfiles de T-RFLP
pueden dar una primera aproximacion del nivel de diversidad, no permiten una clasificacion
inequivoca, dejando a los microorganismos presentes sin identificar (Vogelberg et al., 2003).
La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) ofrece un método
independiente del cultivo para la cuantificacion de bacterias que puede mejorar el diagnodstico
de las infecciones de las vias respiratorias; sin embargo, se desconoce la fiabilidad de la qPCR
aplicada a las muestras de las vias respiratorias con fibrosis quistica (Hahn et al., 2016).

La amplificacion de acidos nucleicos de genes de ARNr 16S especificos para el dominio
bacteria seguida de andlisis posteriores a la amplificacion utilizando perfiles de polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion terminal (t-RFLP), secuenciacion de Sanger o
pirosecuenciacion se han utilizado para caracterizar la comunidad bacteriana en muestras de
vias respiratorias (Zemanick et al., 2010). Los resultados de estos estudios encuentran
consistentemente una alta prevalencia de bacterias anaerdbicas dentro de una comunidad
polimicrobiana complejas (Kolak et al., 2003). Las posibles aplicaciones de la qPCR en la FQ
incluyen la deteccion y cuantificacion rapidas de bacterias anaerobias potencialmente
patdgenas, la evaluacion de la respuesta a la terapia antimicrobiana y el seguimiento de los
cambios longitudinales en la microbiologia de las vias respiratorias en la clinica y en ensayos
clinicos (Bittar et al., 2008). Sin embargo, la confiabilidad de la qPCR aplicada a las muestras
de las vias respiratorias, un paso importante en la validacion del uso de la qPCR, ha recibido
poca atencion, particularmente con respecto a las bacterias anaerobias (Carmody et al., 2018a).
Recientemente, los estudios de bibliotecas de clones de ARNr 16S de pulmones de pacientes
con fibrosis describieron composiciones de comunidades variables, algunas dominadas por un
solo patdgeno conocido, mientras que otras contenian multiples organismos u organismos no

identificados de forma rutinaria como patogenos (Guss et al., 2011).



DIVERSIDAD FILOGENETICA DE BACTERIAS
ASOCIADAS A FIBROSIS QUISTICA

Mediante la comparacion de secuencias de ARNTr se plantea deducir relaciones filogenéticas y
evolutivas entre bacterias encontradas en estudios anteriores, identificadas y no identificadas.
Estas secuencias se han derivado previamente mediante métodos que incluyen catalogacion de
oligonucledtidos, secuenciacion de clones, secuenciacion directa de ARN mediante
transcriptasa inversa y secuenciacion de material amplificado por PCR o qPCR (Rogers et al.,
2004).

De acuerdo con lo antes sefialado se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

(Como es la diversidad y estructura filogenética existente en la microbiota pulmonar de
pacientes con fibrosis quistica? Con base en lo planteado, la hipdtesis se centra en que el andlisis
filogenético de un grupo de bacterias seleccionadas permite generar una matriz de diagndstico
molecular con base en la variabilidad y diversidad genética.

Los datos sugieren que estos organismos encontrados dentro del sistema respiratorio son parte
de un ecosistema microbiano mucho més complejo de lo que normalmente se supone. La
caracterizacion de estas comunidades es el primer paso para dilucidar los roles potenciales de
diversas bacterias en la progresion de la enfermedad y, en ultima instancia, facilitar los avances

en la terapia de la fibrosis quistica
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Materiales y Métodos

e Seleccion y construccion de genotecas

Se emplea secuencias del gen de ARNr 16S debido a que es un fragmento altamente
conservado y util para deducir relaciones filogenéticas y evolutivas entre bacterias,
arqueobacterias y organismos eucarioticos (Armougom et al., 2009). Se seleccion6 una base de
datos a partir de un estudio previo en el que se trabajé con bacterias prevalentes identificadas
en vias respiratorias de pacientes con fibrosis quistica (Grahl et al., 2018).
Las secuencias se agruparon en unidades taxondmicas operativas (OTU) por >99% de
identidad de secuencia, y las secuencias con la suma minima del cuadrado de las distancias
entre secuencias dentro de cada grupo del 99% se utilizaron en los analisis taxonémicos y
filogenéticos.

e Recoleccion de secuencias de ARN 16S
El panel de bacterias anaerobicas se eligié en funcion de los datos preliminares de secuenciacion
del ARNr 16S de estudios que muestran que estas bacterias estan presentes con frecuencia en
las muestras de las vias respiratorias de la FQ durante las exacerbaciones pulmonares (Aquino
et al., 2017). Se realiz6 la recoleccion las secuencias de ARN 16S utilizando la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Estas secuencias se editaron y recortaron
manualmente a la misma longitud.
Se tomd como criterio de inclusion, secuencias de patdgenos oportunistas detectados con mayor
frecuencia en vias respiratorias de pacientes con fibrosis quistica. Mientras que el criterio de

exclusion fueron las secuencias altamente divergentes que impedian el alineamiento.



DIVERSIDAD FILOGENETICA DE BACTERIAS
ASOCIADAS A FIBROSIS QUISTICA

e Analisis y alineamiento de secuencias
Para el analisis de las secuencias se clasificaron en 2 grupos, grupo A en el que se encontraban
Proteobacterias con secuencias entre 728pb mientras que en el segundo grupo se lo nombro B
y se encontraban Firmicutes y Fusobacterias con secuencias de 714pb.
Cada grupo fue analizado mediante un alineamiento multiple con CLUSTAL W utilizando el
software MEGA X con un gap opening penalty de 15.00 y un gap extension penalty de 15.00.
En el grupo A se realiz6 un alineamiento inicial de 1555 pb y con un corte posterior se llegé al
total de 728 pb, mientras que el grupo B se obtuvo un alineamiento inicial de 1700 pb y después
del corte se obtuvo un alineamiento de 714 pb.

o Analisis filogenético
Se selecciond Pseudomona fluorescens perteneciente a la familia Pseudomonas como grupo
externo por ser un miembro relacionado evolutivamente del grupo interno, sin embargo,
conserva la suficiente cercania para que se pueda establecer para el andlisis filogenético.
Se utilizaron secuencias de ARN 16s de diferentes bacterias y se incluyeron secuencias de
cultivos no identificados para establecer sus relaciones filogenéticas y su posible identificacion
molecular por su ubicacion en los clados. Los arboles se construyeron con secuencias de
referencia seleccionadas de la base de datos.
Se utilizé el programa MEGAX para la construccion de los arboles filogenéticos con los
métodos de distancia como Neighbor-Joining, Maximum Parsimony e inductivo de
probabilidad a priori por Maximum Likelihood. Se utilizo el remuestreo Bootstrap (1000
réplicas) para probar la robustez de las topologias inferidas.
Se aplicé Neighbor-Joining con el método de p-distance (probabilidad no corregida) mientras
que en Maximum Parsimony se emple6 el algoritmo de Wagner con barrido de ramas mediante

Tree-Bisection and Reconection (TBR).
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Resultados

Se muestrearon un total de 135 secuencias de la base de datos de ARN 16S con un
tamafio de 718 a 1540 pb (Anexo A) (matrices de 37 secuencias x 721 pb y 970 secuencias x
714 pb correspondiente al Grupo A y Grupo B)

En el primer analisis una vez realizado el alineamiento arrojo una matriz de 37 x 741
pb, se obtuvo un arbol filogenético en el que se observan 4 grupos polifiléticos en los que
principalmente se encuentran especies como Pseudomonas, Stenotrohpomonas, Neisseria y
Pasteurella.

Los arboles de los tres métodos mostraron topologias similares, por lo que, los arboles
finales se muestran con Maximum Parsimony (MP).

En el primer arbol (Fig. 1) se tom6 como outgroup Pseudomonas fluorescens para
enraizar el arbol, también ayudo a establecer la especie mas lejanamente relacionada y verificar
la monofilia de los grupos de interés o grupo interno.

La historia evolutiva se infiri6 utilizando el método de Maximum Parsimony con los 2
arboles mas parsimoniosos (longitud = 674). El indice de consistencia (IC) fue de 0,60, el indice
de retencion (RI) fue 0,90 y el indice compuesto (RCI) fue 0,56 mostrando una matriz de alta

homologia y baja homoplasia (eventos paralelos o convergentes).
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Figura 1. Arbol filogenético (Filograma) de Parsimonia Maxima, clasificado como
Proteobacterias. Se muestra el outgroup, y los 3 clados monofiléticos de bacterias mas

frecuentes.

GQ900791.1 Uncultured bacterium
AME97034.1 Uncultured bacterium
GQY00862.1 Neisseria
AJ239291.1 Neisseria subflava
GQY00753.1 Uncultured bacterium
AY005026.1 Neisseria sp. oral clone 1
AJ239286.1 Neisseria lactamica
——— L10738.1 Neisseria weaveri
L06164.1 Kingella oralis
AJ243202.1 Pasteurella skyensis
Y09653.1 Actinobacillus scotiae
GQ900794.1 Uncultured bacterium
AJ290755.2 Haemophilus pittmaniae partial
AY362906.1 Aggregatibacter aphrophilus
GQY00759.1 Uncultured bacterium
AM420226.1 Uncultured Haemophilus
—— AB166885.1 Stenotrophomonas koreensis R
(GQ9Y00863.1 Stenotrophomonas
EUB27172.1 Stenotrophomonas maltophilia
AB294553.1 Stenotrophomonas maltophilia 2
GQY00764.1 Uncultured bacterium
(GQ9Y00842.1 Stenotrophomonas
EU706153.1 Uncultured Stenotrophomonas
EF100154.1 Azotobacter chroococcum strain T
AJ308319.1 Azotobacter beijerinckii partial
AM262973.1 Pseudomonas oryzihabitans partial ] outgroup
AF094713.1 Pseudomonas aeruginosa
GQ9Y00760.1 Uncultured bacterium
GQY00773.1 Uncultured bacterium
GQY00789.1 Uncultured bacterium
GQY00883.1 Pseudomonas 3
GQY00861.1 Pseudomonas
GQ9Y00860.1 Pseudomonas
GQY00843.1 Pseudomonas
r Z76651.1 Pseudomonas aeruginosa
GQY00799.1 Uncultured bacterium
D84013.1 Pseudomonas fluorescens ] outgroup

0.020

En la figura 1 del analisis filogenético de las secuencias de ARN16S permitio clasificar
las diferentes bacterias obteniendo 3 clados o grupos definidos con valores de bootstrap (83%,
57%, 57%); el primer grupo corresponde a Neisseria spp. el segundo a Haemohpilus spp., el
tercero a Stenotrophonmonas spp y el cuarto a Pseudomonas spp. En la parte inferior se colocod

el grupo basal, y al grupo externo para enraizar todo el arbol.
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Figura 2. Arbol filogenético (Filograma) de Parsimonia Méxima, de Bacterias que tipo

Fusobacterium y Firmicutes. Se muestra el outgroup, y 4 clados de bacterias méas frecuentes.

_

(GQ9Y00811.1 Uncultured bacterium clone sp3-lib-44 x122
GQ900770.1 Uncultured bacterium clone sp2-lib12-8A
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AF003929.1 Streptococcus mitis
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AY612844.1 Streptococcus pseudopneumoniae strain ATCC BAA-960
EU156782.1 Streptococcus pneumoniae strain CCRI-15796
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GQ9Y00812.1 Uncultured bacterium clone sp3-lib-58 x4
88 GQ900810.1 Uncultured bacterium clone sp3-lib-3 x10
GQ9Y00820.1 Streptococcus sp. sp2-is0-29X12 16S
2% 91 GQ9Y00858.1 Streptococcus sp. sp3-iso-159
GQ9Y00797.1 Uncultured bacterium clone sp3-lib-11 16S
GQ9Y00836.1 Streptococcus sp
42 AF184974.1 Streptococcus australis 16S
AF003933.1 Streptococcus parasanguis
— GQ9Y00814.1 Uncultured bacterium clone sp3-lib-91
GQY00839.1 Streptococcus sp. sp2-iso-at1x5
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100 GQY00795.1 Uncultured bacterium
—1oo|—£ AB031056.1 Solobacterium moorei
AF220064.1 Bulleidia extructa

100 X55402.1 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum small subunit ribosomal RNA
100 GQ900757.1 Uncultured bacterium clone sp2-lib-78 x2
M58684.2 Fusobacterium perfoetens strain ATCC 29250
GQ9Y00777.1 Uncultured bacterium clone 1SL-36
GQY00775.1 Uncultured bacterium clone 1SL-1 x14
GQ900767.1 Uncultured bacterium clone sp2-lib12-3E
DQO087189.1 Veillonella sp. oral clone HB016
EU096495.1 Veillonella magna strain lac18
GQ9Y00787.1 Uncultured bacterium
AF439641.1 Veillonella atypica
GQY00874.1 Veillonella sp. 1Cl-ab7-1 x2
GQY00864.1 Veillonella sp. sp4-iso-1 FO7x2
DQO003631.1 Veillonella genomosp. P1 oral clone
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0
EE GQI00813.1 Uncultured bacterium clone sp3-lib-77
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3
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%
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GQ900875.1 Granulicatella sp. 1aAG14-1 x4
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4'_7[ GQ900849.1 Enterococcus sp. sp3-is0-53x2
o

53
3
EUB888509.1 Enterococcus faecalis strain ES MS6c
9
9

0
0

5 L14326.1 Gemella haemolysans ATCC 10379
GQ900828.1 Gemella sp. sp2-iso-ab31
EU341182.1 Uncultured Gemella sp. clone AV 4R-S-117

GQ900833.1 Gemella sp. sp2-iso-ab5 3

100

1
1
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D83370.1 Staphylococcus lentus gene for 16S rRNA
GQ900818.1 Staphylococcus sp
DQ376919.1 Staphylococcus sp
bt
1
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0 GQY00852.1 Staphylococcus sp

E GQY00817.1 Staphylococcus sp
L37605.1 Staphylococcus epidermidis

—— L37599.1 Staphylococcus capitis
GQ900781.1 Uncultured bacterium
GQY00871.1 Staphylococcus sp
— GQ900855.1 Staphylococcus sp
GQ900816.1 Staphylococcus sp.
GQ9Y00754.1 Uncultured bacterium
99 D83355.1 Staphylococcus aureus
AM157419.1 Streptococcus salivarius
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61

61
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En la figura 2 del analisis filogenético de las secuencias de ARN16S permitio clasificar
las diferentes bacterias obteniendo 3 clados o grupos definidos con valores de bootstrap (83%,
56%, 58%); el primer grupo corresponde a Streptococcus spp. el segundo a Velionella spp., el
tercero a Staphylococcus spp y el cuarto a Fusobacterium spp. En la parte inferior se ubico el

grupo basal, y al grupo externo que enraiza todo el arbol.
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Discusion

Los pulmones de pacientes con fibrosis quistica albergan una poblacion diversa de
microorganismos en los que se han encontrado ocho filos bacterianos principales, que
comprenden mas de 60 géneros, incluidos anaerobios facultativos y obligados, bacterias de
orales y patégenos oportunistas, muchos de los cuales nunca se han aislado (Layeghifard et al.,
2019). Con el desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacién como la pirosecuenciacion de
amplicones con cddigo de barras ademas de la secuenciacion de la biblioteca de ARNr 16S, han
demostrado que existe mayor diversidad bacteriana de la que se aisla de forma rutinaria (Graf
et al., 2021).

Para el estudio de esta diversidad bacteriana se elabord una matriz filogenética con el objetivo
de analizar las secuencias del ARN16s, con los resultados de los arboles filogenéticos se puedo
evidenciar la variedad bacteriana como se describe a continuacion.

En el clado 1 del arbol se puede observar cobmo se encuentran agrupados Neisseria spp. y
Haemophilus spp., este puede estar correlacionado a que las 2 bacterias durante la progresion
de la enfermedad se aislan por primera vez en afos tempranos de vida o durante la primera
exacerbacion pulmonar. También puede estar relacionado a que, al ser parte de la microbiota
oral y nasal pueden introducirse repetidamente en los pulmones de los pacientes por respiracion
normal o por aspiracion de saliva durante la exacerbacion. Con la disminucion del aclaramiento
del moco, estos microorganismos pueden colonizar y persistir (Parkins & Floto, 2015).

Se han reportado estos microorganismos en las cavidades oral y nasal humana, aunque no se
puede excluir la posibilidad de que estos organismos se debieran a la contaminacién oral (Chen
et al., 2018). Dado que la expectoracion del esputo del paciente con FQ ciertamente contamina
la saliva de forma rutinaria, los organismos comunes a ambos entornos podrian explicarse por

la contaminacion del esputo por la saliva; contaminacion de saliva por esputo u organismos
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similares presentes en ambos en el momento de la recoleccion de la muestra (Fischer et al.,
2014).

Por el contrario, en el clado 2 y 3 se puede observar que corresponden a patdgenos oportunistas
que son asilados en infecciones cronica y en los que ya se observa un claro deterioro pulmonar
que facilita la infeccion (Palmer et al., 2007). Por este motivo Stenotrophomonas spp.y
Pseudomonas spp. destacan como patdégenos nosocomiales importantes, y particularmente
notable causantes de neumonia asociada al respirador, se ha identificado fenotipos
hipermutadores en cepas de colonizacion cronica que puede dar lugar a una heterogeneidad
fenotipica significativa de la poblacion (PG et al., 2014) .

En el segundo arbol se observa como existe una gran variedad de Streptococcus spp. en el clado
I, esto ocurre posiblemente al gran espectro de antibioticos administrados a los pacientes lo que
provoca la generacion de mutaciones para la resistencia a antibioticos y aumente la diversidad
bacteriana observada.

En el clado 2 se encuentra a Veillonella que tiene como caracteristica principal ser una baceria
anaerobica obligada. Aunque inicialmente puede resultar sorprendente pensar que el pulmén
humano tiene nichos anaerdbicos, el moco suele ser principalmente andxico. La difusion de O»
a través del moco espeso es lenta y la respiracion bacteriana es rapida (H et al., 2006). Por lo
tanto, los sacos anaerobicos en el pulmon con FQ sugieren que los anaerobios y microaeréfilos
podrian ser miembros importantes de las poblaciones microbianas pulmonares
complementarias como se observa en el clado 2 (A.-O. C & CS, 2007).

Adicional a esto en el clado 3 destaca Staphylococcus spp. que con el tiempo se ha colocado
como una de las bacterias prevalentes en los cultivos aislados con el peligro de formar
resistencias 'y mutar en Staphylococcus aureus resistente a la meticilina el cual, su
complicacion no solo radica en la resistencia al grupo de antibidticos, también es mas resistente

a la desecacion y puede persistir en objetos inanimados y fomites, lo que hace posible la
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transmision paciente-intermediario-paciente, algo que no se observa cominmente con los
patdgenos clasicos de la fibrosis quistica (EA et al., 2014).

Se sabe que muchos de los géneros presentes en los arboles como
Staphylococcus, Streptococcus 'y Velionella producen lactato como producto final de
fermentacion. En particular, Veillonella se caracteriza por la capacidad de consumir lactato
anaerobicamente para el crecimiento (S. S et al., 2002), lo que sugiere que estos organismos
podrian interactuar metabolicamente entre clados con bacterias productoras de lactato en la
comunidad microbiana pulmonar de la FQ.

El deterioro del paciente con fibrosis quistica es en gran parte un efecto indirecto de la
infeccion; el dafio pulmonar es predominantemente el resultado de una respuesta inflamatoria
cronica (Jorth etal., 2019). Por tanto, las diversas bacterias detectadas, incluidos los organismos
no cultivados, pueden contribuir a la respuesta inflamatoria. Aunque se ha interpretado que
estos datos significan que la patologia de la fibrosis contiene un componente inmunitario
adicional, una explicacion alternativa es que las bacterias no cultivadas infectan el pulmén en
una etapa temprana de la vida (Zhao et al., 2021).

Conclusiones

El analisis filogenético del ARN16s de las bacterias prevalentes en pacientes con fibrosis
quistica gener6 una matriz que muestra una alta variabilidad de filotipos, desde
microorganismos patdgenos, oportunistas hasta bacterias del microbiota habitual que pueden

ser causante de colonizaciones.

En el arbol A se observa una clara relacion en cuanto a bacterias oportunistas que empieza
como una colonizacion hasta llegar a una infeccion cronica que termina en un colapso total de

la funcién pulmonar debido a las exacerbaciones.
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En el arbol B se observa como este grupo de bacterias pueden utilizar metabolitos de
degradacion entre si, lo que provoca una interaccién metabolica que promueve la infeccion

cronica.

El uso de este tipo de herramienta filogenéticas es un complemento en la identificacion
molecular que puede ser usado para verificar la presencia de cultivos polimicrobianos que
puedan estar causando las infecciones cronicas y de esta manera establecer un tratamiento

oportuno.

La secuenciacion y el énfasis de caracterizacion de bacterias y comunidades e interacciones
microbianas complejas en lugar de un monocultivo, podria conducir a una mejor comprension
de las repercusiones clinicas que tienen varias bacterias en la progresion de la fibrosis quistica
y puede facilitar avances en el tratamiento.
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