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l. Introduccién

A lo largo de la historia, los microorganismos han tenido un papel fundamental en la
evolucién, no solo de ellos mismos sino también de la tierra y los distintos
organismos que habitan en ella. Bacterias, virus, protozoarios y hongos son capaces
de colonizar mdultiples habitats, incluso aquellos que presentan condiciones
extremas, ya sea, elevadas temperaturas, pH acidos, escasez de nutrientes, 0
ausencia de oxigeno. Los microorganismos colonizan también las plantas, los

suelos, mares y los animales, incluido el hombre.

El cuerpo humano es un ecosistema complejo y diverso que esta colonizado por
diferentes grupos de microorganismos, siendo las bacterias el grupo mas estudiado
hasta el momento, (Villarreal, 2013). Podemos encontrar a mdultiples
microorganismos en nichos como la piel, los 0jos, la boca, la vagina, el intestino, las
vias respiratorias y las vias urinarias (Uzcategui, 2016). Al conjunto de organismos
gue habitan dentro del cuerpo humano y ocupa un habitat en especifico se le conoce
como microbiota (Moreno del Castillo et al., 2018), mientras que el microbioma se
refiere a la comunidad de microorganismos con sus elementos genéticos y las
interacciones que establecen con el medio ambiente en donde se desarrollan,
(Ariza-Andraca et al., 2016).

El término de microbioma fue sugerido por primera vez por Whipps y colaboradores
en 1988 en estudios de enfermedades de plantas (Whipps et al., 1988). En la ultima
década, el interés de la comunidad cientifica se ha enfocado en el estudio del
microbioma humano, debido a su importancia en el balance entre salud y
enfermedad (Moreno del Castillo et al., 2018). Diversos estudios (Maynard, 2019;
Dickson et al., 2015; Man et al., 2017; Uzcéategui, 2016; Foster et al., 2017, Moreno
del Castillo et al., 2018) sugieren que el sistema inmune ha evolucionado para
consolidar la coexistencia de los microorganismos que conforman el microbioma y
otros sugieren una interaccion con el sistema nervioso y el hormonal (Schluter et
al., 2012, Foster et al., 2017, Moreno et al., 2018, Costello et al., 2012, Garcia-
Mazcorro et al., 2015, Rakoff-Nahoum et al., 2016).



El conocimiento cientifico sobre la comunidad de microorganismos se desarrollo
inicialmente con cultivos especificos en el laboratorio. (Gonzélez et al., 2017). La
base de la microbiologia tradicional ha sido el cultivo bacteriano que utiliza una
combinacién especifica de nutrientes y condiciones ambientales controladas para
aislar y estudiar el desarrollo de estos organismos. Sin embargo, la mayoria de los
microorganismos observables en la naturaleza, no se pueden cultivar mediante las
técnicas tradicionales, (Moya, 2017). El avance de las tecnologias de secuenciacion
del DNA (con técnicas moleculares) ha impulsado un nuevo campo de investigacion
el del “microbioma humano”, el cual permite analizar comunidades microbianas que
se establecen en el cuerpo humano sin necesidad de cultivarlas (Gonzélez et al.,
2017).

Hoy en dia se sabe que el microbioma humano tiene una relacion muy estrecha en
la regulaciéon del metabolismo, la inmunidad y la sintesis de vitaminas, y
recientemente se sabe que alteraciones en su composicion pueden tener serias
implicaciones en el desarrollo de ciertas patologias infecciosas y no infecciosa,
(Corral del Bosque, 2015).

Gracias a estos avances, se ha demostrado que las vias respiratorias son uno de
los nichos donde los microorganismos y su funcion se relacionan con el
establecimiento y desarrollo de enfermedades cronicas y agudas, (Maynard, 2019).
Es en este contexto, es que en este trabajo abordaremos el estudio del microbioma
pulmonar y su relacion con la tuberculosis (TB); una de las enfermedades

infecciosas mas importantes en el mundo asociada a un gran nimero de muertes.



Objetivo General:

- Analizar las comunidades bacterianas que se desarrollan en el pulmén, en

individuos sanos y aquellos con tuberculosis.
Objetivos particulares:

- ldentificar los géneros de las bacterias presentes en el pulmén, en individuos
sanos y con tuberculosis.

- Analizar las abundancias relativas y prevalencia de los géneros bacterianos
mas representativos, presentes en la microbiota pulmonar en individuos
sanos y con tuberculosis, como son: Haemophilus, Rothia, Moraxella y
Veillonella.

- Describir las comunidades bacterianas (Haemophilus, Rothia, Moraxella y
Veillonella) que se establecen en el pulmon en individuos sanos y con
tuberculosis.

- Analizar las relaciones intraespecificas e interespecificas que permiten el
desarrollo de comunidades bacterianas Haemophilus, Rothia, Moraxella y

Veillonella que se asocian con la tuberculosis.



2. Marco Tebrico

Microbioma humano

La microbiota se define como la comunidad de microorganismos que ocupan un
hébitat especifico, (Moreno del Castillo et al., 2018). El microbioma se refiere a la
comunidad de microorganismos con sus elementos genéticos y las interacciones
gue establecen con el medio ambiente en el que se encuentran, (Ariza-Andraca et
al., 2016).

El término de microbioma fue sugerido por primera vez por Whipps y colaboradores
en 1988 en estudios de enfermedades de plantas, (Whipps et al., 1988); sin
embargo, fue Joshua Leberberg quien en 2001 lo popularizo, al referirse a la
comunidad ecolégica de microorganismos comensales, simbidticos y patégenos
gue literalmente comparten nuestro espacio corporal (Dickson et al.,, 2016).
Lederberg, Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1958, demostréo que las
bacterias comensales mantienen un intenso intercambio genético entre ellas y las

células del hospedero, (Ariza-Andraca et al., 2016).

El microbioma humano es un ecosistema interno constituido por el cuerpo humano
y los microorganismos que en €él conviven (Moya, 2017). Factores fisiol6égicos como
la humedad, la temperatura o la presencia de nutrientes favorecen el desarrollo de
comunidades bacterianas especificas en determinados ecosistemas del cuerpo
humano, estableciéndose en diferentes partes del organismo (nichos) (Moya, 2017),
como la piel, los genitales, la boca, la via aérea, y sobretodo el tracto digestivo,
(Ariza-Andraca et al., 2016). En el hombre se han estudiado 15 nichos ecolégicos o

microbiomas y en la mujer 18 (Uzcéategui, 2016).

Mas de 10*2 microbios coexisten con las 102 células en el organismo humano y se
estima que alrededor de 40,000 especies de diferentes bacterias habitan el cuerpo
humano, (Uzcéategui, 2016;). Estos microorganismos establecen una relacién
simbidtica, de comensalismo y/o de mutualismo con el individuo, en la cual los

microorganismos obtienen oxigeno y nutrientes y el organismo humano lleva a cabo



funciones metabolicas, (Uzcategui, 2016; Villarreal, 2013). Se ha propuesto que,
dichos microorganismos no son perjudiciales para el hombre sino que al contrario,
son esenciales para mantener la salud y realizar diversos procesos como la
digestion de alimentos, la sintesis de nutrientes y la prevencion de enfermedades,
(Moya, 2017). Estudios mas recientes proponen que el microbioma juega un papel
esencial en el funcionamiento del organismo no solo a través de su participacién en
las funciones metabdlicas sino también por su comunicacion con el sistema
nervioso, el sistema hormonal, el sistema inmune, asi como con los diferentes
microbiomas del cuerpo, (Schluter et al., 2012, Foster et al., 2017, Moreno del
Castillo et al., 2018, Costello et al., 2012, Garcia-Mazcorro et al., 2015, Rakoff-
Nahoum et al., 2016).

Factores como la genética, la dieta, la edad y la interaccion con el medio ambiente
son determinantes en el establecimiento del microbioma; por ello cada individuo
tiene su propio microbioma, (Moya, 2017). Desde el nacimiento, se hace una
distincion entre el tipo de microorganismos que predomina en el neonato, éstos
pueden ser similares a los que se encuentran en el intestino y vagina de la madre o
como los que se encuentran en la piel, dependiendo si es nacimiento vaginal o por
cesarea, (Moreno del Castillo et al., 2018). Por ejemplo, la microbiota intestinal de
los nifios que nacen por cesarea tiene mayor proporcion de especies como
Bacteroides sp, Escherichia-Shigella y Clostridium difficile; en cambio los nifios
nacidos por parto vaginal, los géneros dominantes son Bifidobacterium, Clostridium
y Bacteroides, (Moreno del Castillo et al., 2018). Posteriormente la maduracion
microbiana se ve influenciada por el tipo de alimentacion que reciben los nifios,
particularmente tras suspender la lactancia materna (Moreno del Castillo et al.,
2018). Otros factores que pueden asociarse a variaciones en la microbiota son como
el sexo, el indice de masa corporal, el consumo de fibra que se encuentra en frutas

y vegetales, asi como el nivel de actividad fisica, (Moreno del Castillo et al., 2018).

Estudios realizados en recién nacidos, revelaron que las bacterias presentes en el
tracto digestivo del neonato proceden de la madre. Sin embargo, con el transcurso

del tiempo van variando las poblaciones bacterianas, lo que indica que el ser



humano dispone de mecanismos para la modulacién de su microbiota, (Gonzalez
etal., 2017). Maynard (2019), menciona que el establecimiento de microorganismos
en los recién nacidos, durante la lactancia, tiene consecuencias en la salud de los
individuos a lo largo de toda su vida. Recientemente se ha encontrado que
Bifidobacterium y Bacteroidetes spp. tienen un efecto protector contra la obesidad y
el establecimiento y desarrollo de estos géneros bacterianos esta relacionado con

el tipo de alimentacion que recibe el neonato, (Ruiz et al., 2010).

Modificaciones en la dieta, el consumo de farmacos, especialmente antibiéticos e
incluso cambios de temperatura pueden provocar un desequilibrio en la microbiota
normal o disbiosis, que puede desencadenar enfermedades como la diabetes,
obesidad, intestino irritable, depresion, autismo o enfermedades autoinmunes
(Moya, 2017). Esta disbiosis, puede ser ocasionada por el desequilibrio entre
las distintas especies que conforman la microbiota, y también por un desequilibrio
en su relaciéon con el hospedero, (Dickson et al., 2015; Foster et al., 2017). La

disbiosis puede establecerse a través de tres formas o procesos:

Primero: “ganancia de la funcidén”, que ocurre cuando hay un crecimiento
desbordado de ciertos patégenos adquiridos y ocasiona enfermedades infecciosas
como el célera y la neumonia por estreptococo, ambas pueden derivar en una

inflamacion cronica

Segundo, disbiosis por “pérdida de la funcién”, se da cuando bacterias “protectoras”
y su funcion son suprimidas o eliminadas resultando en el establecimiento de
enfermedades crénicas como Enfermedad Intestinal Inflamatoria, obesidad, y asma,
(Wilkins et al., 2019; Mufoz-Garach et al., 2016);

La tercera se da por la combinacién de las dos anteriores: la eliminacién de ciertos
microorganismos “protectores” y el crecimiento exacerbado de patdégenos
desencadenando enfermedades como la infeccion de Clostridium difficile
recurrente, o exacerbaciones en la fibrosis Quistica, (Britton et al., 2014; Costa et
al., 2018).



El mantenimiento del balance de las comunidades microbianas tiene un impacto
directo en la salud del individuo; incluyendo el aprovechamiento de nutrientes, la
maduracion del sistema inmune, la inhibicidén de patégenos, la sintesis de vitaminas
(K, B12 y folato), el metabolismo de sales biliares, entre otras, (Moreno del Castillo
et al., 2018).

Tipos de microbioma
a) Cutaneo

Como se mencioné anteriormente, el cuerpo humano alberga una abundante

cantidad de microorganismos dispersos en diferentes sitios, uno de ellos es la piel.

La piel es un 6rgano complejo que recubre la superficie corporal, su peso es
aproximadamente el 15% del peso total del organismo, posee un grosor de entre 1

y 4 mm. Histolégicamente se divide en dos tipos dependiendo grosor:

a) Piel palmoplantar: es gruesa y recubre pies y manos.

b) Piel fina: recubre el resto del cuerpo.

En la piel se distinguen tres capas que son: epidermis (la mas superficial), la
dermis (subyacente a la epidermis) y la hipodermis (es la capa mas profunda de
la piel), (Romera, 2018; Maynard, 2019). Estas distintas capas dan lugar a diferentes
microambientes que influyen en la composicion y variabilidad de su microbiota,
(Diaz et al., 2020).

La epidermis es una de las capas cutdneas de las que se tiene una mejor
comprension de su microbiota, casi la mayoria (80%) de los microorganismos que
encontramos aqui son aerobios y sin esporulacibn como cocos y cocobacilos. La
dermis no se ha caracterizado completamente, sin embargo se sabe que las
comunidades microbianas que alberga es la menos compleja y variable de las
capas, pues su composicién es universal para individuos sanos. Finalmente, en lo
mas profundo de la dermis y los foliculos pilosos encontramos taxones anaerobios

y microaerofilos que son menos abundantes pero mas diversos y es el reservorio
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de patégenos potenciales para individuos susceptibles como Cutibacterium acnés,
(Claesen et al., 2020; Bay et al., 2020).

Se estima que aproximadamente 1 billon de microbios por cm? se distribuyen a
través de todas las capas de la piel, (Prieto et al., 2018; Diaz et al., 2020). Los filos
bacterianos que colonizan la piel son diecinueve, aunque la mayoria se representa
por cuatro filos principales: Actinobacteria (51.8%), Firmicutes (24.4%),
Proteobacteria (16.5%) y Bacteroidetes (6.3%); en cuanto a los géneros bacterianos
gue dominan el microbioma cutaneo de individuos sanos son Propionibacterium (P.
acnes), Staphylococcus (S. epidermidis y S. hominis), y Corynebacterium (Prieto et
al., 2018; Meisel et al., 2016). La mayoria de estas bacterias se encuentran en la
superficie de la epidermis, alrededor de las glandulas sebaceas y sudoriparas
(Prieto et al., 2018).

El microbioma cutaneo esta implicado en tres funciones principales: mantenimiento
de la propia comunidad microbiana (limpieza y descomposicion de productos
naturales, produccion de energia y generacion de metabolitos); desarrollo y
mantenimiento de la respuesta inmunoldogica (interacciones con el huésped); y
funciones especializadas como la regulaciéon del pH, (Dimitriu et al., 2019; Bay et
al., 2020; Diaz et al., 2020). La microbiota cutanea, se adapta y modifica en las
diferentes etapas de la vida y se ha visto implicada en procesos tan simples como
la cicatrizacion de heridas hasta patologias complejas como la dermatitis atopica, el

acné y la rosacea, (Diaz et al., 2020).

Recientemente el microbioma cutdneo se ha relacionado con la supresion de los
genes asociados a virulencia, el metabolismo de lipidos, la tumorogénesis, el
envejecimiento, la funcién nerviosa sensorial y el sistema inmune innato del
hospedero, (Dimitriu et al., 2019; Bay et al., 2020; Diaz et al., 2020). Debido a la
relacion que tiene con el sistema inmune innato, se piensa que las enfermedades
infecciosas y las no infecciosas como las enfermedades cardiovascular, diabetes,
enfermedad mental, obesidad, sindrome metabdlico o intestino irritable pueden

estar relacionadas con alteraciones en dicho microbioma; también por la gran
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cantidad de anaerobios que habitan en este nicho y responsables de las

enfermedades antes mencionadas, (Moya, 2017).
b) Genital

El tracto genital femenino es otro nicho cominmente ocupado por microorganismos.
La vagina es huésped de diversas especies de microorganismos aerobios y
anaerobios simultdneamente que varian de acuerdo a la edad y condiciones

fisiologicas de la mujer, (Uzcéategui, 2016).

La concentracion de bacterias que se presenta en la vagina y en el cérvix esta
dominada por Lactobacillus (L. crispatus, L. jensenii, y L.gasseri), que protegen la
mucosa del establecimiento de patdgenos y mantienen un ecosistema saludable e
impiden el riesgo de infeccion mediante tres mecanismos: a) la adherencia
especifica al epitelio, b) la produccion de compuestos antimicrobianos y c) la
coagregacion con los patogenos, lo que potencia su efecto microbicida (Martin et
al., 2008; Moya, 2017).

Las alteraciones en la microbiota vaginal pueden tener gran relevancia para la salud
publica. Recientemente se ha encontrado que las comunidades microbianas en la
vagina estan implicadas no solo en infecciones sépticas posparto y neonatal,
también se relacionan con la enfermedad inflamatoria pélvica, el aborto espontaneo,
el parto prematuro y la adquisicion y transmision del VIH, (Van De Wijgert et al.,
2014).

c) Oral

La microbiota oral fue la primera en ser identificada, cuando Anton van
Leeuwenhoek en 1863 iniciaba sus observaciones microscépicas de saliva y

observo microorganismos en las placas dentales, (Coll et al., 2015).

El oral es uno de los microbiomas mejor caracterizados en la actualidad.
Representa el 25% del microbioma humano, e incluye la microbiota de los dientes,

el surco gingival, la lengua, las mejillas, el paladar blando y duro, entre otros. Se
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estima que alrededor de 19,000 filotipos forman parte de dicho ecosistema (Coll et
al., 2015; Moya 2017). Muchas de las bacterias que colonizan estos sitios, se
presentan como biopeliculas bacterianas mas que como entes aislados (Moya
2017).

El complejo entorno de la cavidad bucal y la abundancia de nutrientes permite el
establecimiento y desarrollo de numerosos microorganismos, entre los que
destacan las bacterias como Prevotella, Veillonella, Streptococcus, Haemophilus,
Fusobacterium, Neisseria y Corynebacterium, (Huttenhower et al., 2012; Huffnagle
et al., 2017; Lu et al., 2019).

El microbioma oral se establece pocos minutos después del nacimiento cuando se
establecen comunidades bacterianas que participan en un equilibrio dinamico con
el sistema inmunologico del huésped. La disbiosis en este ecosistema deriva en el
desarrollo de las enfermedades mas comunes que afectan a los humanos como la

caries, la enfermedad periodontal e infecciones endodonticas, (Kumar, 2017).
d) Gastrointestinal

Uno de los nichos méas estudiado en el area del microbioma humano, es el
microbioma gastrointestinal. Es uno de los microbiomas con mayor abundancia
bacteriana: 50% de la masa fecal esta constituida por bacterias (Uzcategui, 2016).
Contiene 100 billones de microorganismos y se estima que hay mas de 1, 000

especies diferentes con mas de 3 millones de genes, (Moya, 2017).

El tracto gastrointestinal posee caracteristicas de temperatura, osmolaridad,
oxigenacion y suministro de nutrientes que promueven el establecimiento y
desarrollo de una abundante cantidad de microorganismos, (Gonzalez et al., 2017).
La mayoria de especies que se encuentran en este nicho son bacterias

estrictamente anaerobias, (Urrea et al., 2017).

Las bacterias dominantes en el tracto gastrointestinal pertenecen a los filos:

Bacteroides (25%), Firmicutes (60%) y Actinobacteria, (Urrea et al., 2017; Campo-
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Moreno et al., 2018). Por la dominancia de microorganismos que presentan se ha
clasificado en dos divisiones: Firmicutes (Gram-positivos) donde predomina el
género Ruminococcus, y Bacteroides (Gram-negativos) con el género Bacteroides;

éstas representan el 90% de la flora intestinal, (Ariza-Andraca et al., 2016).

La microbiota gastrointestinal es adquirida rapidamente después del nacimiento,
siendo relativamente estable durante la vida adulta y esencial para la homeostasis
humana, (Urrea et al., 2017). En estudios realizados, se ha observado que la
microbiota intestinal se estabiliza por lo general a los 4 afios de edad y permanece
relativamente estable hasta la séptima década de la vida, (Ariza-Andraca et al.,
2016). Su composicion varia a lo largo de sus diferentes secciones, (Moya, 2017).
Por ejemplo, el estbmago presenta un ambiente acido (pH 2) y aerobio, con baja
diversidad de bacterias, predominan aquellas bacterias que son aerobias y
resistentes a la acidez, como Helicobacter pylori (Moya, 2017). En el intestino
delgado, hay un pH de 4 y poco oxigeno, por lo que encontramos especies
anaerobias, principalmente especies del género Streptococcus y Lactobacillus y
conforme nos alejamos mas del intestino delgado, la diversidad de organismos
comienza a aumentar debido a que las concentraciones de oxigeno van
disminuyendo, (Moya, 2017). El intestino grueso tiene un habitat con baja
concentracion de oxigeno (casi anaerobio) y un pH neutro, contiene una mayor
cantidad de bacterias y mayor diversidad (Génzalez et al., 2017). Finalmente, en
el ileon terminal y sobretodo en el colon es donde se presenta el mayor contenido
bacteriano ya que es ahi donde se produce la mayor concentracion de anaerobios
(Moya, 2017).

Alrededor de un tercio de la microbiota intestinal es comun para la mayoria de la
poblacién, aunque hay cambios importantes en poblaciones con habitos
alimenticios diferentes (dieta “urbana” alta en calorias y baja en fibra y dieta “rural”
alta en fibra y baja en calorias); ademas de que existe una proporcion de

microorganismos especificos de cada persona, (Moya, 2017).
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Como se mencion6 anteriormente, las bacterias que encontramos en el tracto
gastrointestinal cumplen importantes funciones relacionadas con la salud como,
estimular el sistema inmune, proteger al huésped ante la invasion de patdgenos y

mejorar la digestion, en especial de carbohidratos complejos, (Urrea et al., 2017).

Microbioma pulmonar

Hasta hace poco tiempo se consideraba que el tracto respiratorio era un nicho estéril

o “libre de bacterias”, sin datos o investigaciones recientes que avalaran esta teoria.

El primer estudio que sugirié esta condicidén de “esterilidad” fue de Hildebrandt en
1888, en el cual realiz6 cultivos de la mucosa nasal y traqueal de conejos y observo
poco crecimiento bacteriano, concluyendo que el pulmén y las vias respiratorias de
humanos sanos eran estériles o libres de bacterias, (Hildebrandt, 1888); esta
hipétesis se vio reforzada por protocolos basados en cultivos que buscaban
identificar patdogenos especificos de importancia clinica y la presencia de otros
microorganismos se interpretaba como contaminacion de la muestra y no como la

presencia de otras especies bacterianas, (O'Dwyer et al., 2016).

Las condiciones extremas de las vias respiratorias: como la escasez de nutrientes,
la hidrofobicidad, la salinidad, la temperatura, concentraciones altas de oxigeno,
etcétera que pueden parecer desfavorables para el crecimiento de microorganismos

se han tomado como evidencia de esterilidad.

Con la implementacion de métodos diagndsticos basados en la cuantificacién de
ADN bacteriano se ha demostrado que el pulmén y en general las vias respiratorias
cuentan con un microbioma Unico y extenso, en el cual las interacciones entre los
microorganismos y el huésped son parte fundamental de la salud, y que un
desequilibrio (disbiosis) en el microbioma respiratorio puede aumentar la
susceptibilidad de padecer diversas enfermedades crénicas como el asma, EPOC,

fibrosis quistica, entre otras, (Carrasco et al., 2017).
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El concepto de microbiota pulmonar en estado de salud es relativamente nuevo,
aunque se ha examinado extensivamente la funcion de la microbiota en la patologia

de neuropatias crénicas, (Maynard, 2019).

Desde el primer estudio independiente de cultivo de un microbioma pulmonar sano
en el afio 2010, (Hilty et al., 2010), se han publicado mas de 50 estudios
demostrando la presencia de bacterias en las vias respiratorias superiores e
inferiores y una marcada diferencia en su composicion a lo largo del tracto
respiratorio. Investigaciones recientes han revelado que la compleja variedad de
microorganismos presentes en las vias respiratorias son particularmente
abundantes en la capa mucosa y las superficies epiteliales del sistema respiratorio
inferior, (Eshetie et al., 2019)

El sistema respiratorio se puede dividir en tracto respiratorio superior (TRS) y tracto
respiratorio inferior (TRI), ambos participan del intercambio gaseoso (alcanzando un
intercambio de aire de hasta 7000 litros al dia) y estan en contacto directo con el
medio exterior, (Man et al., 2017; Dickson et al., 2016). En los adultos, las vias
respiratorias tienen una superficie de 70 m?, superficie que supera por 30 0 40 veces
la superficie de la piel, (Man et al., 2017; Carrasco et al., 2017) y a lo largo de la
cual los gradientes fisiologicos van cambiando dando lugar a micronichos, (Man et
al., 2017). A pesar de que las vias respiratorias estan anatomicamente
interconectadas, contienen una microbiota significativamente distinta en cuanto a su
composicion, rigueza y abundancia, lo que se debe a la heterogeneidad de las
condiciones locales y las variaciones ambientales y regionales del tracto
respiratorio, (Man et al., 2017; Dickson et al., 2016).

El tracto respiratorio superior (nariz, cavidad nasal, faringe y laringe), esta
compuesto por un epitelio cubierto de moco y tiene un flujo constante de saliva, aire,
y microbios inhalados. El microbioma del TRS est4 compuesto predominantemente
por los filos Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria y
Fusobacterium, aunque se observan diferencias en los perfiles bacterianos en las

diferentes partes del sistema (Steenhuijsen et al., 2015 en Garcia-Revilla, 2017).
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Por otro lado, el microbioma del tracto respiratorio inferior (trAquea, bronquios,
bronquiolos y alvéolos), estd compuesto predominantemente por el filo
Proteobacteria, seguido de Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. El TRI
conecta la laringe con los arboles bronquiales y esta revestido por un epitelio muy
similar al de TRS hasta su llegada a los alvéolos, que estan recubiertos por una
capa delgada de surfactante (complejo multicomponente de diferentes fosfolipidos,
neutro lipidos y proteinas especificas que recubren la superficie alveolar), (Man et
al., 2017; Huffnagle et al., 2017).

La microbiota pulmonar adulta estda dominada por los filos Firmicutes,
Proteobacteria y Bacteroidetes, junto a Actinobacteria y Fusobacterium, que
constituyen el 98% de la microbiota del esputo, (Corral del Bosque, 2015).

A nivel género, el tracto respiratorio inferior (TRI) estd compuesto
predominantemente por los géneros Prevotella, Veillonella y Streptococcus y en
menor proporcion Fusobacterium y Haemophilus, (Man et al., 2017; Huffnagle et al.,
2017; Maynard, 2019).

En un individuo sano, la composicion de las comunidades microbianas en el pulmén
estan determinadas por el equilibrio entre la inmigracién y eliminacién microbiana;
mientras que en la enfermedad la tasa relativa de crecimiento de los diferentes
componentes del microbioma aunados a la respuesta inmune son los factores
determinantes, (Maynard, 2019; Dickson et al., 2015; Dickson et al., 2016).

Las fuentes de inmigracion microbiana, incluyen la inhalacion, la microaspiracion
subclinica desde el tracto respiratorio superior y la dispersion directa a lo largo de
la mucosa de las vias respiratorias; la eliminacion microbiana esta impulsada por el
aclaramiento mucociliar, la tos y las defensas inmunitarias del huésped; finalmente,
la tasa de crecimiento estad determinada por las condiciones ambientales locales
incluyendo la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la tension de oxigeno, la
competencia o asociacién con la microbiota residente, asi como la respuesta
inflamatoria del huésped, (Eshetie et al., 2019; Maynard, 2019).
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La colonizacion bacteriana en la enfermedad pulmonar avanzada es un fenébmeno
gue se conoce desde hace tiempo y sugiere que el enriquecimiento de especies se
debe a que éstas estan bien adaptadas a las condiciones ambientales especificas
del tracto respiratorio lesionado, lo que les da una ventaja adaptativa y supera la
influencia de la inmigracion y eliminacion bacteriana en el ecosistema respiratorio,
(Dickson et al., 2015).

Enfermedades respiratorias y microbioma pulmonar

Las enfermedades respiratorias tanto infecciosas como no-infecciosas, son la
cuarta causa de muerte y de disminucion en Afios de Vida Ajustados por la
Discapacidad (AVAD) (GBD, 2019, OMS, 2019). En todas estas enfermedades se

ha demostrado una disbiosis caracteristica del microbioma pulmonar.

Durante las enfermedades pulmonares agudas y cronicas se ha corroborado que
hay un aumento en las abundancias de la clase Gammaproteobacteria, grupo
compuesto por grupos taxonémicos potencialmente patégenos como Pseudomonas
aeruginosa (se involucrada con enfermedades pulmonares); su desarrollo se
relaciona con procesos inflamatorios, pues los grupos pertenecientes a esta clase
utilizan subproductos inflamatorios (catecolaminas y citoquinas inflamatorias) para

sobrevivir y prosperar, (O’'Dwyer et al., 2016; Dickson et al., 2016).

La presencia de enfermedades pulmonares altera tanto la dinamica poblacional de
la inmigracion y eliminacion de microbios, como el terreno del ecosistema
respiratorio y las condiciones de crecimiento local. Los cambios anatémicos y
fisiol6gicos (pH, oxigeno disponible, etc.) que se dan en el cuerpo humano definen
cada enfermedad pulmonar y se traducen en condiciones ambientales especificas
y comunidades microbianas alteradas. El microbioma pulmonar de los individuos
sanos difiere de aquellos individuos con enfermedades pulmonares, (Dickson et al.,
2016).
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Pulmén

El pulmon es un érgano muy vulnerable al exponer una superficie media de 70 m?
(en el varon adulto) en contacto con el medio externo, lo que supone una via
potencial de entrada para patégenos, alérgenos y contaminantes vehiculizados por
el aire que se inhala dia a dia, (Picardi, 2014). Es el 6rgano del aparato respiratorio
encargado del intercambio gaseoso. A partir de la traquea, el arbol bronquial se
divide en conductos de cada vez menor tamafo, (bronquios y bronquiolos) hasta
dar origen a los sacos alveolares donde se lleva a cabo el proceso respiratorio
(oxigenacion de la sangre y liberacidon de dioxido de carbono a través del epitelio
alveolar), (Picardi, 2014).

La zona de intercambio gaseoso esta formada por:

(a) Surfactante pulmonar: es un complejo multicomponente de diferentes
fosfolipidos, neutro lipidos y proteinas especificas que recubren la superficie
alveolar que se dispone como una fina pelicula sobre la delgada capa acuosa del
fluido alveolar. Constituye la primera barrera que debe atravesar el oxigeno para
alcanzar el torrente sanguineo. El surfactante tiene dos funciones principales:
disminuir la tension superficial en la interfase aire-liquido en el pulmén, para
mantener abierta la superficie de intercambio gaseoso en el proceso de
inspiracion/espiracion evitando que el pulmén colapse; y se relaciona con la defensa
del hospedero por sus propiedades antiinflamatorias y microbicidas (proteinas SP-
Ay SP-D,) (Picardi, 2014; Jiménez et al., 2009; Loépez- Rodriguez et al., 2014;
Hidalgo, 2004).

(b) Epitelio alveolar: esta formado por dos tipos de células: los heumocitos tipo |,
y tipo Il. Los neumocitos tipo | son células planas que constituyen el 90-95% de la
superficie del alvéolo expresan canales i6nicos y aquaporina S y tienen un papel de
mantenimiento del fluido alveolar. Los neumocitos tipo Il, tienen morfologia cubica
(tipica de célula secretora), tienen una distribucion mas dispersa y representan solo
el 5-10% de la superficie alveolar. Son las células encargadas de la sintesis y

secrecion del surfactante pulmonar, (Picardi, 2014; Ventrice et al., 2017).
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(c) Endotelio capilar: lleva a cabo funciones como la sintesis y liberacion de
agentes vasoactivos (angiotensina Il, prostaciclina, tromboxano A2, 6xido nitrico
(NO) y endotelinas) que regulan el tono vascular y vasoconstriccion pulmonar
hipoxica; también produce enzimas (enzima convertidora de angiotensina (ECA),
lipoproteinlipasas y nucleotidasas), receptores, moléculas transductoras de sefales
intracelulares y moléculas de adhesion celular y segrega factores de crecimiento,
citoquinas, especies reactivas al oxigeno (ROS) e interviene la regulacion de la

coagulacién y trombdlisis, (Picardi, 2014; Ventrice et al., 2017).

En el tracto respiratorio existen mecanismos de defensa innatos como las células T
y las citoquinas que actuan localmente facilitando la eliminaciéon de
microorganismos y permitiendo el mantenimiento de la esterilidad de la superficie

respiratoria, (Picardi, 2014).
Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es la principal causa de muerte por un agente infeccioso, (antes
de la pandemia por SARS CoV 2 2020 -), por encima del VIH y se estima que solo
en 2018 alrededor de 10 millones de personas contrajeron dicha enfermedad y 1.5M
murieron (OMS, 2020). En 1993 la OMS la declar6 emergencia global de salud
publica. Se estima que un tercio de la poblacién mundial esta infectada de forma
latente por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (OMS, 2019), y tiene entre un 5y 10%
de probabilidad de desarrollar tuberculosis (TB) activa a lo largo de su vida, (Wu et
al., 2013; Herrera Diaz, 2020).

La tuberculosis es una enfermedad altamente contagiosa, que se transmite
principalmente por via aérea cuando el enfermo tuberculoso, bacilifero (es decir
portador de bacilos), al hablar, estornudar y toser, elimina multiples gotas,
aerosolizadas y cargadas de bacilos, (Corral del Bosque, 2015). EI mayor niamero
de contagios se da a través de las personas con lesiones pulmonares cavitarias
debido al gran numero de bacterias contenidas en la lesion, (Moran Lépez et al.,
2001).
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La mayoria de los casos de tuberculosis son causados por bacterias del Complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB), que incluye a M. tuberculosis, M. africanum,
M. bovis, M. microti y M. cannetii, (Chaves et al., 2010); sin embargo M. tuberculosis
es la que se aisla con mayor frecuencia de las muestras clinicas de pacientes con

tuberculosis, (Ramirez et al., 2002).

La infeccién incluye tanto formas pulmonares como extrapulmonares vy
diseminadas, siendo la tuberculosis pulmonar la mas frecuente (Corral del Bosque,
2015). Aproximadamente el 80% de los casos de TB activa son de afectacion
pulmonar, es decir, casos de tuberculosis bacteriolégicamente confirmados que

involucran el parénquima pulmonar o el arbol traqueobronquial, (Chavez, 2018).

La tuberculosis puede manifestarse de forma activa, cuando hay sintomas y es
transmisible, o de forma latente, donde no hay sintomatologia clinica ni transmision.
En la TB latente, el cuerpo ha contenido el crecimiento y reproduccion de la
micobacteria, pero no la ha eliminado, por lo cual la bacteria persiste en el

organismo, (Barrios-Payan et al., 2010).

Se distinguen dos tipos de TB:

a) Tuberculosis primaria: se da principalmente en la poblacién infantil o adultos
jovenes (personas sin inmunidad especifica) y personas inmunodeprimidas (VIH).
En estos casos, la tuberculosis se desarrolla inmediatamente o dentro de los
primeros cinco afos de la infeccion inicial, generalmente el foco o localizacion se
da en la zona pulmonar intermedia y es frecuente el derrame pleural,
(acumulacion de liquido pleural entre lo pulmones y la pared toracica), (Miranda
et al., 2004; Araujo et al., 2008; Chavez, 2018).

b) Tuberculosis secundaria: es la forma mas comun de enfermedad en los
adultos, ocurre debido a una reactivacién exdgena de una antigua infeccién
latente, generalmente se localiza en los |6bulos superiores del pulmén y la
diseminacion se da via canalicular (bronquios y bronquiolos en el pulmén,

tumulos renales en el rifidn, conductos galactéforos en la glandula mamaria, etc).
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Por lo regular se observan lesiones caseosas o0 reblandecidas que forman
cavernas por medio de las cuales se puede diseminar el bacilo tuberculoso a
través del arbol bronquial (Miranda et al., 2004; Araujo et al., 2008; Chavez, 2018;
Morén Lopez et al., 2001).

Dentro de las manifestaciones clinicas sistémicas se incluyen febriculas
recurrentes, anorexia, sudoracion nocturna y baja de peso persistente, aunadas
a sintomas respiratorios como tos, expectoracion (mucopurulenta/hemoptoica) o
franca hemoptisis en casos avanzados. Las manifestaciones radiologicas son
dependientes de factores del huésped, incluyendo la exposicion previa, la edad y
su estado inmune; y en determinadas ocasiones, es dificil distinguir entre TB

primaria o TB secundaria, (Miranda et al., 2004).

La primera interaccion que tiene M. tuberculosis con el hospedero es con
componentes del sistema inmune innato, como macrofagos alveolares y células
dendriticas, induciendo asi la secrecion de citocinas y quimiocinas que
promueven la apoptosis. Esta primera interaccion inicia la respuesta inflamatoria
local, caracterizada por el reclutamiento exagerado de células mieloides al

pulmén, (Chavéz-Galan et al., 2009).

Tras la infeccion por inhalacion de M. tuberculosis se produce una pérdida rapida
en la diversidad de la microbiota intestinal, probablemente en respuesta a los
cambios inmunoldgicos del hospedador durante la infeccién por tuberculosis lo que
parece sugerir que los cambios en la microbiota gastrointestinal no se deben a la
presencia de M. tuberculosis en el intestino, sino a una sefalizacion inmunitaria

desde el pulmoén al intestino, (Corral del Bosque, 2015).

En estudios recientes se ha revelado que el desarrollo de la tuberculosis puede estar
determinado no solo por el agente causal de la enfermedad (M. tuberculosis), sino
también por la interaccién de las comunidades microbianas locales y factores

inmunoldgicos, (Eshetie et al., 2019).
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Son pocos los estudios que se han enfocado en estudiar la microbiota pulmonar y
su relacion en el establecimiento y desarrollo de la TB; sin embargo, se ha
observado que la composicion de la microbiota pulmonar de individuos sanos difiere
de pacientes con TB (Wu et al., 2013; Eshetie et al., 2019).
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3. Metodologia

Se realiz6 un analisis bibliogréfico que permitiera la caracterizacion y comprension
del microbioma humano, su relacién con el sistema inmune y el desarrollo de
algunas patologias; posteriormente la busqueda se enfoc6 en el microbioma

pulmonar y su relacién con la tuberculosis de pulmon.

Para la realizacion de los dos primeros objetivos se hizo una revision bibliografica
de articulos utilizando términos como microbioma, microbioma pulmonar y
tuberculosis, que incluyeran el microbioma pulmonar de individuos sanos y
pacientes con TB, asi como las abundancias relativas de las comunidades
microbianas establecidas en ambas condiciones (controles sanos y enfermedad).
Los articulos seleccionados utilizaron la secuenciacion dirigida del gen 16S rRNA 'y
fueron publicados entre 2010 y 2020, es decir tenian un periodo de antigiiedad de

maximo 10 afos.

Para la descripcion de comunidades bacterianas en el pulmon y el andlisis de las
relaciones intraespecificas e interespecificas de dichas comunidades se realizo una
busqueda de informacion y se seleccionaron los géneros Haemophilus spp., Rothia
spp., Moraxella spp., Veillonella spp. los cuales tienen distintos comportamientos

tras la infeccion de M. tuberculosis.

También se realizo la descripcion de M. tuberculosis, al ser el agente etiolégico de
la TB, (Corral del Bosque, 2015). Los articulos elegidos se tuvieron que extender a

20 afios ya que la descripcion e identificacion de algunos géneros es antigua.
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4. Resultados
4.1 Revision bibliografica

Se hizo la revision de 40 articulos que abordaban temas de la tuberculosis, el
microbioma pulmonar y de la disbiosis del microbioma pulmonar y el desarrollo de
la TB. De los 40 articulos, 8 tuvieron informacién importante, pero no era relevante
para la realizacion de este analisis, por lo cual fueron descartados. Se seleccionaron
34 articulos para la extraccion de datos y se descartaron 22 debido a que no
proporcionaban la informacion como abundancias relativas o indices de riqueza
microbiana, necesarios para este analisis. Los 12 articulos restantes se basaban en

5 articulos, principalmente. (Figura 1).

Finalmente se seleccionaron 5 articulos, ya que estos tenian los parametros
(abundancias relativas a nivel filo y/o a nivel género) que se buscaban para los
objetivos planteados en la presente investigacion. Solo dos de los articulos no
presentaban los porcentajes de abundancias relativas a nivel género, pero

contenian informacién en cuanto a la abundancia relativa a nivel filo (Tabla 1).

Figura 1. Estrategia de busqueda de articulos para el analisis del microbioma

pulmonar en la TB.

BUSQUEDA DE ARTICULOS EN GOOGLE ACADEMICO,
PUBMED ¥ OTRAS PLATAFORMAS

MICROBIOMA PULMONAR. Y
TUBERCULOSIS
40 articulos

EXTRACCION DE DATOS
34 articulos

12 articulos citaban 5
investigaciones relevantes y
recientes de microbioma
pulmonar y TB.

Se excluyeron 22 que no
contaban con Indices de
abundancias o de diversidad.

PORCENTAJES DE
ABUNDANCIAS

RELATIVAS A NIVEL FILO
Y GENERO
5 articulos
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Tabla 1. Articulos seleccionados para el analisis de abundancias relativas.

Titulo

Complex sputum
microbial composition in
patients with pulmonary

tuberculosis.

Sputum microbiota in
tuberculosis as revealed
by 16s rRNA

pyrosequencing.

Sputum microbiota
associated with new,
recurrent and treatment

failure tuberculosis

Respiratory tract clinical
sample selection for
microbiota analysis in

patients with pulmonary

tuberculosis.

Autor (es)

Zelin Cui, Yohua Zhou,
Hong Li, Shulin Zhang,
Shenjie Tang y Xiaokui

Guo

Man Kit Cheung, Wai Yip
Lam, Wendy Yin Wan
Fung, Patrick Tik Wan
Law, Chun Hang Hau,

Wenyan Nong, Kai Man,

Hoi Shan Kwan y Stephen

Kwork Wing Tsui.

Jing Wu, Wei Liu, Lei
He, Fuli Huang, Jiazhen

Chen, Peng Cui, Yaojie

Shen, Jing Zhao, Wenijie

Wang, Yan Zhaing, Min
Zhu, Wenhong Zhang y
Ying Zhang.

Luz Elena Botero, Luisa
Delgado-Serrano,
Martha Lucia Cepeda,
José Ricardo Bustos,
Juan Manuel Anzola y

Patricia del Portillo.

ARo

2012

2013

2013

2014

DOI

https://link.springer.com
/article/10.1186/1471-
2180-12-276

https://doi.org/10.1371/j
ournal.pone.0054574

https://doi.org/10.137
1/journal.pone.00545
74

https://link.springer.co
m/article/10.1186/204
9-2618-2-29
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0054574
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0054574
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0054574

Titulo Autor (es) Afio DOI

Microbiome diversity in | P. Krishna, A. Jainy P. | 2016 | https://link.springer.co

the sputum of patients S. Bisen. m/article/10.1007/s10
with pulmonary 096-016-2654-
tuberculosis 4#Tab2

En dos de los articulos seleccionados se encontraron los porcentajes de las
abundancias relativas a nivel filo de pacientes con TB y controles sanos, en la tabla

2 se desglosa la informacion.

Tabla 2. Abundancias relativas a nivel filo en controles sanos y pacientes

conTB.
Aaticulos I
Cui et al., 2012 C Cheung et al., 2013
Phyla Controles B Controles TB
§ Actinobacteria 2.89% 21.20% ND ND
E Bacteroidetes 29% 7.64% 17% 19.20%
E Firmicutes 37.02% 41.62% 43.60% 37.680%
E Protecbacteria 16.37% 17.99% 27.10% 31.20%
= Fusobacteria ND ND ND ND
= Crenarchaesota 3.16% 7.50% ND ND

Como se observa en la tabla 2, Cui y et al., (2012) reportaron una abundancia
relativa dominante de los filos Firmicutes con 37.02%, Bacteroidetes con 29.01% y
Proteobacteria con 16. 37%, durante la salud. En los casos con TB, la abundancia
relativa de Firmicutes aumenta alcanzando abundancias relativas superiores al
41%, al igual que Proteobacteria que presenta un aumento en su abundancia
relativa con 17.99%; mientras que Bacteroidetes disminuye drasticamente llegando
a valores por debajo del 8% de abundancia relativa. Estos resultados no son
consistentes con lo mencionado por Man et al., (2017), Segal et al., (2013), y Morris
et al., (2013), donde sefialan que durante la salud los filos dominantes son
Bacteroidetes y Firmicutes. Las diferencias entre lo reportado por Cui et al., (2012),
y los autores Man et al., (2017), Segal et al., (2013) y Morris et al., (2013), pueden

deberse a contaminacion de muestras (Man et al., 2017), la diferencia en las
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técnicas utilizadas para el muestreo, o bien a factores genéticos y ambientales que
dependen de la poblacion de estudios seleccionada para el analisis, pues como lo
menciona Lim et al., (2016) estos factores tienen gran influencia en la microbiota del
esputo. Es importante sefialar que los estudios de Segal et al., (2013) y Morris et
al., (2013) fueron realizados en poblaciones geograficamente diferentes y con
caracteristicas distintas a la poblacién seleccionada para el estudio de Cui et al.,
(2012), por lo cual la comparacién de resultados puede presentar sesgos. Sin
embargo, Cheung et al.,, (2013) realizaron el estudio en una poblacion con
caracteristicas similares a la seleccionada por Cui et al., (2012) (pacientes con TB
y controles sanos) y los resultados de ambos estudios muestran diferencias en
cuanto a las abundancias relativas, Cheung et al., (2013) reporta que la abundancia
relativa de Firmicutes disminuye en los casos TB con 37.60% y en el grupo control
alcanza un 43.60%; mientras que Bacteroidetes aumenta en TB con 19.20% y en
controles sanos disminuye a 17%, lo mismo sucede con Proteobacteria que
presenta un aumento de las abundancias relativas en los casos de TB con un de
31.20% y 27.10% en controles sanos, lo cual es consistente con lo mencionado por
Corral del Bosque (2015), respecto a que Firmicutes es predominante en controles
sanos, mientras que Bacteroidetes y Proteobacteria aumentan en pacientes con TB.
Aunado a lo anterior, Segal et al., (2013) y Morris et al., (2013), reportaron que los

filos dominantes durante la salud son Firmicutes y Bacteroidetes.

Tabla 3. Presencia/ausencia de filos en enfermos con TB vy controles sanos.

l=presencia, 0=ausencia.

I Articulos
BEBotere =t =al.,., =201 <%

Phwyla Controles B
Actinobacteria 1 1
= Bacteroidetes 1 1
ﬁ Firmicutes 1 1
% Proteobacteria 1 |
Fusobacteria 1 1

Crenarchaeota ND ND
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En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos por Botero et al (2014), donde
reportaron la presencia/ausencia de los filos en casos con TB y controles sanos. De
acuerdo a estos autores, tanto en los pacientes con TB como en controles sanos
hay presencia dominante de cinco filos: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria y Fusobacterium. Estos resultados concuerdan con lo mencionado
por Corral de Bosque (2015), en cuanto a la presencia de Actinobacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Fusobacterium en el esputo.

Como se puede observar en todos los estudios el microbioma pulmonar hubo
diversas alteraciones ante la infeccion de M. tuberculosis desde nivel filo, lo cual
puede estar muy relacionado con las alteraciones en las abundancias relativas de

los géneros, como se muestra a continuacion.

En la Tabla 4 se desglosan los datos obtenidos en tres de los articulos
seleccionados para este andlisis con respecto a las abundancias relativas a nivel

geénero.

Tabla 4. Porcentajes de las abundancias relativas a nivel género encontradas

en controles sanos y pacientes con TB.

I Aarticulos I
Cheung et al., 2013 Wwu et al., 2013 Krishna et al., 2016
Géneros Controles B Controles B Controles B
" Neisseria 22% 28% ND 24-30% 16.80% ND
g Moraxella ND ND ND ND ND ND
E Prevotella 14.40% 16.80% 60% 0-16% ND ND
¥ |Haemophilus ND ND ND ND 15.40% ND
g Rothia ND ND ND ND ND 4.30%
g Veillonella ND ND ND ND ND 7.80%
g Streptococcus 22% 27.80% 20% 36-50% 20.50% 27.50%
§ Leptotrichia ND ND ND ND ND ND
< Corynebacter ND ND ND ND <1% ND
Treponema ND ND ND ND ND ND

Como se observa en la (Tabla 4), las abundancias relativas a nivel género de
Neisseria y Streptococcus aumentaron en los pacientes con TB, esto de acuerdo al
estudio realizado por Cheung et al., (2013), donde la abundancia relativa de

Neisseria aumento de 22% en controles sanos a 28% en pacientes con TB; [o mismo
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ocurre con Streptococcus que aumenta de 22% en controles sanos a 27.8% en
pacientes con TB y Prevotella con un 14.4% en controles sanos aumenta a 16.8%
en TB. Esto es consistente con lo mencionado por Corral del Bosque (2015),
respecto a que en pacientes con TB, los géneros Neisseria, Streptococcus vy
Prevotella son mas abundantes que en los controles sanos. Lo mismo sefiala
Maynard (2019), de los géneros Prevotella y Streptococcus. Sin embargo, en el
estudio realizado por Wu et al., (2013) se observa que la abundancia relativa del
género Prevotella disminuyd drasticamente pasando de un 60% en en el grupo
control a un porcentaje de entre 0 y 16% en casos de TB; y en el caso de
Streptococcus hubo un aumento de su abundancia relativa en los casos TB
obteniendo valores minimos de 35% y maximos de 50%, en cambio en el grupo
control la abundancia relativa no rebaso el 20%, lo cual no es consistente con Corral
del Bosque (2015), quien menciona que el género Streptococcus se puede
encontrar en ambos grupos (TB y controles sanos), pero tiene predominio en los

controles sanos.

Por otra parte, Krishna et al., (2016), uno de los estudios mas recientes, reporto
valores de abundancia relativa de los géneros Haemophilus con 15.4% en controles
sanos, y Rothia con 4.3% y Veillonella con 7.8% en pacientes con TB; esto coincide
con Eshetie et al., (2019), quien menciona que Haemophilus solo se encuentra en
controles sanos, mientras que Veillonella y Rothia solo se presentan en pacientes
con TB y son mas abundantes que otros géneros. El aumento de las abundancias
relativas de Veillonella y Rothia en los pacientes con TB, podrian estar relacionadas
con la activacion de la respuesta inmune que de acuerdo con de acuerdo a Gehrig
et al., (2014) y a Dickson et al., (2016), las lesiones pulmonares y la inflamacion de
las vias respiratorias provoca un incremento en la producciéon de moco y aumento
de la temperatura, lo cual favorece el desarrollo de microorganismos anaerobios
como es Veillonellay en el caso de Rothia que es un anaerobio facultativo y también

puede crecer con bajas concentraciones de oxigeno.
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Finalmente, Cui et al., (2012) reportaron la presencia / ausencia de géneros
encontrados en individuos sanos y pacientes con TB, de acuerdo a estos autores

algunos géneros son caracteristicos de la TB (Tabla 5).

Tabla 5. Presencia / ausencia de géneros bacterianos en las muestras de

pacientes con TB vy controles sanos. 2=presencia dominante, 1=presenciay

0= ausencia.

Articulos
Cui et al., 2012
Gé&neros Controles
MNeissena 2
Klabsiella
FPrevotella
Hasmophilus
Rothia
Veillonella
Streptococcls
Actinobacter
Filibacter
Fusobacterium
Campylobacter
Parvimonas

-
o

PRESENCIA

Pseudomonas

Brewvibacilius

el L D e el el D D Rt et el s A D

MMM 2R M=

FPorphyromonas

Cui et al., (2012) reportaron que géneros como Pseudomonas y Brevibacillus son
caracteristicos de pacientes con TB, pues presentan dominancia en las muestras
de los pacientes con este padecimiento y en individuos sanos los valores de 0
indican la ausencia de dichos géneros. Esto difiere con lo reportado por Wu et al.,
(2013), pues de acuerdo a este autor, los géneros caracteristicos de la TB son
Bergeyellay Sharpea; y respecto a Pseudomonas se puede encontrar en pacientes

sanos y en casos TB, pero es mas abundante en los pacientes con TB.
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En el caso de Veillonella y Streptococcus son igualmente dominantes en pacientes
con TB y controles sanos. Esto coincide con lo informado por Wu et al., (2013),
respecto a que Veillonella y Streptococcus presentan mayor abundancia en los
casos con TB. Sin embargo, Maynard (2019) menciona que Veillonella vy
Streptococcus son predominantes durante la salud y Corral del Bosque (2015) solo
sefiala al género Streptococcus se puede encontrar en los controles sanos y en los

casos de TB, siendo éste ultimo grupo donde se presenta con mayor abundancia.

Los géneros Haemophilus, Neisseria, Fusobacterium, Porphyromonas vy
Campylobacter, son dominantes en las muestras de los controles sanos pero
también estan presentes en las muestras de enfermos con TB. Esto difiere con lo
reportado por Krishna et al., (2016) respecto a la presencia de Haemophilus que
solo se encontro en los controles sanos. Por otra parte, Corral del Bosque (2015)
menciona que Neisseria se presenta en controles sanos pero en mas abundante en

enfermos con TB.

En el caso de Rothia, Klebsiella, Acinetobacter y Pilibacter son mas dominantes en
el grupo TB que en controles sanos. De acuerdo a Dickson et al., (2015), el
enriquecimiento de estos géneros puede deberse a que estan mejor adaptadas a
las condiciones ambientales que proporciona el tracto respiratorio lesionado,

dandoles una ventaja adaptativa a ciertos grupos.

Como se observa anteriormente, el microbioma respiratorio presenta alteraciones
en controles sanos y pacientes con TB tanto a nivel filo como a nivel género, esto
es consistente a lo mencionado por Eshetie et al., (2019), Wu et al., (2013), Dickson
et al., (2016) y Hilty et al., (2010) con respecto a que la microbiota pulmonar de
individuos sanos difiere de la microbiota pulmonar de individuos con alguna
enfermedad pulmonar como el asma o TB. De acuerdo a Gehrig et al., (2014), la
diferencia entre estos microbiomas puede deberse a que diversos subproductos de
la respuesta inmune como las catecolaminas y las citoquinas inflamatorias pueden
ser utilizados por determinadas especies bacterianas y de acuerdo a Dickson et al.,
(2015), esto aumenta el suministro de nutrientes de las vias respiratorias alterando

las condiciones de crecimiento bacteriano. Por otra parte, Herrera-Barrios et al.,
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(2005) mencionan que citocinas como IL-2, INF-y, IL-12, IL,18 y TNF-a son
producidos para el control de M. tuberculosis, lo cual desencadena una respuesta
inflamatoria y Dickson et al.,, (2016) que cualquier inflamaciéon en el tracto
respiratorio provocara una serie de respuestas del huésped que van a alterar las

condiciones de crecimiento microbiano en las vias respiratorias.

Para este andlisis tomamos los géneros Haemophilus, Rothia, Veillonella y
Moraxella ya que se observd que cada una de estos se comporta de manera
diferente ante la colonizacion de Mycobacterium tuberculosis. Por ejemplo, de
acuerdo a Cui et al., (2012), el género Veillonella mantiene una presencia dominante
en controles sanos y en casos con TB, por el contrario Haemophilus es uno de los
géneros que disminuye su abundancia relativa tras la infeccion de M. tuberculosis y
en el caso de Rothia, su presencia es dominante en el grupo de TB lo que podria
indicar que su abundancia aumenta (Tabla 6).

Tabla 6. Presencia / ausencia de los géneros seleccionados para el presente

analisis, de acuerdo a los datos recopilados durante la revision.

Articulos
Cui et al., 2012 Krishna et al., 2016
Géneros Controles B Controles TB
§ Haemophilus 2 1 2 ND
E Rothia 1 2 ND 1
oc Veillonella 1 1 ND 1
Moraxella ND ND ND ND

A continuacién se hace una descripcion de M. tuberculosis, agente causal de la
tuberculosis, y se detalla la informacidén encontrada sobre los géneros Haemophilus,

Rothia, Veillonella y Moraxella.
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4.2 Descripcion de géneros

a) Mycobacterium tuberculosis

El género Mycobacterium pertenece a la familia Mycobacteriaceae, orden
Actinomycetales, filo Actinobacteria. Son microorganismos delgados, aerobios,
no esporulados, no capsulados e inmoviles. Son bacilos acido-alcohol-resistentes
(BAAR), debido a la composicion de su pared celular, la cual es rica en lipidos de
alto peso molecular (Llop Hernandez et al., 2001). Este género incluye bacilos y
cocobacilos de 0.2um a 0.6 ym de ancho y de 1 a 10 um de longitud, se les

considera Grampositivos (Alcocer et al., 1993; Chhotaray et al., 2018).

El tiempo de generacion de las micobacterias oscila entre 2 (especies de
crecimiento rapido) y 20 horas (especies de crecimiento lento), dependiendo de
la especie considerada. La mayoria de especies son saprofitas, se adaptan
rapidamente a crecer en sustratos simples, utilizando amoniaco y aminoacidos
como fuente de nitrégeno y glicerol, glucosa, citrato, alcanos y olefinas como

fuente de carbono (Alcocer et al., 1993).

La distribucion de micobacterias en la naturaleza es muy amplia, hasta el
momento se han descrito mas de 200 especies (Chavez, 2018), las cuales se
pueden encontrar en la vegetacion, agua y suelos (Alcocer et al., 1993);
Mycobacterium avium, se ha podido aislar en estos y otros ambientes
(Dorronsoro et al., 2007). Por otra parte, también se encuentran en animales

incluyendo al hombre (Alcocer et al., 1993).

Las micobacterias son capaces de sobrevivir durante semanas o meses sobre
objetos inanimados, siempre que estén protegidas de la luz solar. Resisten la
desecacion y la congelacién, pero la luz ultravioleta y el calor (>65° C durante 30
minutos) las inactiva (Dorronsoro et al., 2007). En condiciones desfavorables, el
bacilo es capaz de entrar a una fase de latencia, modificando su metabolismo y
crecimiento, puede pasar de un crecimiento rapido aerobio a un crecimiento lento

microaerofilico, es decir, requieren una minima cantidad de oxigeno. De esta
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manera, la micobacteria puede mantenerse viable y latente en el organismo
durante largos periodos, hasta que el estado del sistema inmune del hospedero
sea favorable para multiplicarse y producir los sintomas de la enfermedad
(Alvarez, 2011) como es el caso de la TB latente.

El hombre es el reservorio de micobacterias patégenas (Llop Hernandez et al.,
2001). Hasta el momento, dentro de las 200 especies descritas en este género
se han identificado 25 especies infecciosas para el ser humano. Mycobacterium
leprae y Mycobacterium tuberculosis son especies estrictamente patdgenas,
mientras que el resto son colonizadores sapréfitos o patdégenos oportunistas
(Chévez, 2018).

Mycobacterium tuberculosis fue identificado como el agente causal de la
tuberculosis, a finales del siglo XIX por Robert Koch, quien consiguié aislarlo de
lesiones pulmonares de pacientes y lo nombré como Bacterium tuberculosis;
posteriormente Lehmann y Neumann en 1896 lo rebautizaron con el nombre que

conocemos actualmente “Mycobacterium tuberculosis” (Chavez, 2018).

Como mencionamos anteriormente, la gran mayoria de los casos de tuberculosis
son causados por el Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB): M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti y M. cannetii. Los miembros de
este complejo comparten el 99.95% de identidad a nivel DNA, pero poseen una
amplia variabilidad fenotipica en cuanto a huésped blanco, tipo de enfermedad y
gravedad de la misma (Chaves et al., 2010). Al igual que el resto de las especies
del género Mycobacterium, las especies del CMTB son anaerobias, aunque se
pueden comportar como microaerofilicas, es decir que sus requerimientos de
oxigeno son bajos, y también pueden utilizar lipidos como fuente de carbono
(Chavez, 2018). Probablemente las especies que constituyen este complejo
descienden de un ancestro comun (Chavez, 2018). Las especies que forman
parte de este complejo son altamente resistentes a condiciones ambientales
extremas o desfavorables, ya que pueden resistir pH acidos e incluso
temperaturas muy bajas incluso de congelacién (Chavez, 2018). Todas las

especies que forman parte de este complejo producen tuberculosis; sin embargo
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M. tuberculosis es la que se aisla con mayor frecuencia de las muestras clinicas

de pacientes con tuberculosis (Ramirez et al., 2002).

De acuerdo a Fontalvo (2015), la riqueza de peptidoglicano, glicolipidos y
polisacaridos que posee en su pared celular, asi como los acidos micdlicos, el
acido micoseroésido, fenolticerol, lipoarabinomanano y arabinogalactano
contribuyen a la longevidad, la respuesta inflamatoria y a la patogénesis de la
micobacteria, debido a que estos componentes le confieren proteccion del medio
ambiente, proteccion y resistencia a antibioticos y activan las reacciones
inflamatorias de la respuesta inmune en el huésped, (Ramirez et al., 2002). La
envoltura de M. tuberculosis posee caracteristicas estructurales que le
proporcionan resistencia a agentes microbicidas, a farmacos y a la destruccion
por calor; dicha envoltura esta constituida por capsula, pared celular y membrana
plasmatica. La capsula es la capa mas externa de la envoltura de las
micobacterias, sirve de proteccion y tiene interaccion directa con los elementos
de la respuesta inmune, entre sus principales componentes estan el acido
micélico y glicolipidos que junto con algunas proteinas son responsables de las

caracteristicas antigénicas de la bacteria, (Gorocica et al., 2005).

Después de la capsula, separada por el espacio periplasmatico se encuentra la
pared celular, los principales componentes que posee son peptidoglicanos y
acidos micalicos unidos por enlaces covalentes D-arabino-D-galactan. También
tiene gran cantidad de glicolipidos particularmente a-a’-trehalosa dimicolato
(TDM) y a-a’-trehalosa monomicolato (TMM), lo que le da un caréacter hidrofébico.
El TDM o “factor cuerda” es una molécula mixta localizada en la capa periférica
de la envoltura, es muy abundante en todas las micobacterias patdogenas y se
relaciona con la virulencia de éstas. El factor cuerda esta formado por un
complejo de tres macromoléculas: peptidoglicano, arabinogalactano y micolatos
gue por su naturaleza quimica favorece la inflamacion cronica y la formacion de
granulomas en el pulmén; también se ha relacionado con la inhibicion de la fusion
de lisosomas con los fagosomas en los macrofagos lo cual es clave para la

supervivencia de M. tuberculosis en estas células, (Gorocica et al., 2005; Llop
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Hernandez et al., 2001; Araujo et al., 2008). La pared celular también esta
constituida por el complejo macromolecular MAGP (acidos micolicos—
arabinogalactano—peptidoglucano), que Ilimita la accion de agentes
antimicrobianos, protege a la micobacteria de fluctuaciones ambientales y le
permite subsistir en los tejidos por periodos prolongados de tiempo (Gorocica et
al., 2005).

Figura 1. Estructura de la pared celular de M. tuberculosis (tomado de Gorocica
et al., 2005).
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Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. La bacteria esta envuelta dentro
de una bicapa lipidica tipica de membrana citoplasmatica que permanece debajo del peptidoglicano rigido (PG).
Cierto numero de proteinas se encuentran en asociacion con PG y entre la membrana, los PG y algunas de ellas

pueden ser inmunogenicas.

Finalmente, la membrana plasmatica se caracteriza por los fosfolipidos que
presentan alto contenido de glicosilados lo que da lugar a moléculas como
lipoarabinomannan (LAM), importantes en la patogénesis de la tuberculosis
(Gorocica et al., 2005).

En afos recientes, se han identificado proteinas especificas de M. tuberculosis
entre las que se encuentran L-alanina deshidrogenasa (Ag de 40 kDa), isopropil
malato sintasa (Rv3710), nicotinato-nucleétido pirofosfatasa (Rv1596), Mpt64
(Rv180c), Esat-6 y Cfp10, todas ellas se han encontrado solo en M. tuberculosis
siendo Mpt64 la que se reconoce como una de las proteinas con mayor potencial
como antigeno protector ademas del Ag85B, el Ag de 38 kDa, Esat-6 y Mtb8.4
(Alvarez, 2011). Se ha reportado que los antigenos de M. tuberculosis ESAT-6,

CPF-10, 27 KDa y 38 Kda estan relacionados con la secrecién de citocinas Thl
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(INF-y y TNFa) y la produccion de acido nitrico los cuales son importantes para
generar la respuesta granulomatosa y la inmunidad mediada por células efectivas

contra la infeccion de M. tuberculosis (Araujo et al., 2008; Ramirez et al., 2002).

M. tuberculosis posee también mecanismos de evasion que le permiten
permanecer en un estado latente o bacteriostatico, incluyendo la persistencia en
macroéfagos dentro de los granulomas lo que le permite la interrupcion de la fusion
fagolisosomal debido a la alta concentracion de amoniaco que produce el bacilo
tuberculoso y sus derivados como la ureasa micobacteriana y la glutamino-
sintetasa, ((Araujo et al., 2008). M. tuberculosis puede detener la maduracion del
lisosoma mediante la liberacibn de derivados sulfatados a partir de la
glicoproteina de la pared micobacteriana (trehalosa2-sulfato), (Araujo et al.,
2008).

Otra estrategia que evita la fusion fagosoma-lisosoma consiste en una proteina
llamada TACO (tryptophane aspartate-containing coat protein, p57 o coronina 1),
la cual se encuentra en casi el 90% de los fagosomas que contienen bacilos vivos,
la funcion de dicha proteina es mantener unida la membrana plasmatica con el
citoplasma celular de manera que que se integran las sefiales extracelulares

recibidas con el citoplasma (Chavéz-Galan et al., 2009).

Después de la fagocitosis de M. tuberculosis los macréfagos alveolares y las
células dendriticas promueven la produccion de IL-12 lo que induce una
respuesta TH1. Recientemente, se ha reportado la produccion de IFN-y es
dependiente de IL-12 en los macréfagos alveolares infectados con micobacterias
(Araujo et al., 2008). El elevado numero de monocitos que producen IL-12 en
enfermos con tuberculosis sugieren que durante el proceso infeccioso existe una
migracion importante de linfocitos T al sitio de infeccion donde son activados y
expresan IL-12R que interacciona con IL-12, constituyendo una fuente importante

de IFN-y en el sitio de la infeccidon (Herrera-Barrios et al., 2005).

El IFN-y es clave en el control de la infeccion por M. tuberculosis. Esta citocina
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es producida por las células CD4*y CD8* durante la infeccion tuberculosa y por
las células citotdxicas naturales (NK) (Herrera-Barrios et al., 2005).

En los afios 90’s se inicid un proyecto del genoma completo de las cepas del
complejo M. tuberculosis. EI genoma de M. tuberculosis H37Rv, considerada
como la cepa de referencia, esta compuesto por DNA circular de 4.411.532 Mb,
tamafno similar al de E. coli; se ha estimado la existencia de 4,043 genes que
codifican 3,995 proteinas y 50 RNA's estables. Hasta ahora solo la mitad de
ORF's (Open Reading Frame por sus siglas en inglés o marco abierto de lectura)
tienen una funcién biologica asignada; también existe un predominio de los
nucleotidos G-C de 65.6% y de los aminoacidos alanina, isoleucina, lisina,
fenilalanina y tirosina, (Chavez, 2018). La porcién de G-C es homogénea a lo
largo de todo el genoma y no solo en regiones puntuales, lo que denota que dicho
genoma no es impactado por la transferencia horizontal de islas de patogenia
(agrupaciones de elementos genéticos de un microorganismo en el que los genes

codifican factores de virulencia), (Fontalvo, 2015).

Antes de que se completara la secuencia del M. tuberculosis H37Rv, se
describieron cuatro elementos de segmentos de insercion “IS” (segmentos de
DNA gue pueden insertarse en una molécula blanco) en la micobacteria llamadas
IS6110, 1S1081, 1S1547 y el elemento IS-like (Fontalvo, 2015). La mayoria de las
secuencias de insercion del M. tuberculosis H37Rv, se encuentran en regiones
intergénicas o no codificantes, a menudo cerca de las regiones del ARN de
transferencia (ARNt). En el genoma de la cepa H37Rv se han encontrando 16
copias de secuencias de insercion 1S6110 con 1355 pb, las cuales han sido
utilizadas para el estudio de la epidemiologia molecular de la tuberculosis y se
han hallado seis copias de 1S1081, el elemento mas estable; aparte de otra familia
REP13E12 localizada a lo largo del genoma del M. tuberculosis, presente solo en

los miembros de este complejo (Fontalvo, 2015; Chavez, 2018).

En diversos estudios se ha reportado que géneros como Haemophilus spp.,

Rothia spp., Veillonella spp. y Moraxella spp. sufren modificaciones en cuanto a
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la presencia / ausencia y abundancia relativa que presentan antes y después de
la infeccién de M. tuberculosis. Esto podria sugerir la competencia o coexistencia
de estos géneros con la micobacteria, esto segun aumente o disminuya su

abundancia relativa.

A continuacion, se presentan algunas de las caracteristicas generales de los
géneros bacterianos antes mencionados que se utilizaron para realizar el

presente analisis (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de los géneros seleccionados para este analisis.

Género Phylum Gram+/Gram- Metabolismo

Haemophilus | Proteobacteria | Gramnegativa | Anaerobio facultativo

Rothia Actinobacteria | Grampositiva Aerobio/Anaerobio
facultativo
Veillonella Firmicutes Gramnegativa Anaerobio
Moraxella Proteobacteria | Gramnegativa Aerobio

b) Haemophilus spp.

Género perteneciente al filo Proteobacteria, familia Pasteurellaceae.

Esta conformado por cocobacilos Gram-negativos, de tamafio pequeno (1um),
pleomorfos (pueden alterar su morfologia, funcion y reproduccién de acuerdo a las
condiciones ambientales), inméviles y anaerobios facultativos (Leidy et al, 1960;
Peter, 1994 en Tamargo, 2005).

H. influenzae posee DMK (dimetilmenaquinona), Unica quinona producida por H.
influenzae que se utiliza para el transporte de electrones, lo cual le permite
desarrollarse en condiciones aerdbicas o anaerébicas. En condiciones aerdbicas

utiliza el oxigeno como aceptor final de electrones y en condiciones anaerdbicas
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usa la fermentacion como medio para la obtencién de energia, ocupando el nitrato
como aceptor final de electrones. H. influenzae posee capacidad de fermentar
carbohidratos como la glucosa, sacarosa y xilosa, obteniendo como productos
finales los &cidos lactico, succinico y acético lo que produce ureasa y triptofanasa,
no produce gas, (Leidy et al, 1960; Peter, 1994 en Tamargo, 2005). Son organismos
quimioorganotroficos, es decir, reducen los nitratos a nitritos y en la mayoria de los
aislamientos hay oxidasa y catalasa positivos, (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2004).

H. influenzae se puede desarrollar en las mucosas de humanos, en ambientes
himedos con concentraciones de CO, de entre 5%y 10%, conunpHde 7.4a 7.8
en temperaturas 35 a 37°C, es una bacteria no esporulada y alcanza su maximo
crecimiento de las 18 a 24 horas, (Trucco, 2002; Dajani et al, 1979; Mendelman et
al., 1999 en Tamargo, 2005).

Los miembros de este género forman parte de la microbiota respiratoria superior
humana y de otros animales como aves y caninos, (Gatti et al. 2004). Para el
desarrollo de estas bacterias se requiere del factor de crecimiento X (hemenina) y
V (nicotinamida adenina dinucleétido “NAD”), los cuales estan presentes en la
sangre, por ello su denominacién como Haemopilus que significa “amigo de la

sangre”, (Trucco, 2002).

Esta bacteria fue identificada por Robert Koch en 1883 (Gatti et al., 2004),
posteriormente Pfeiffer lo aislé del esputo y pulmones de pacientes que habian
muerto durante la pandemia de la "Gripe Rusa” en el periodo de 1889-1890 en
Europa, (Organizacién Panamericana de la Salud, 2004; Garcia Ferrero, 2018). Sin
embargo, fue hasta 1931 que Margaret Pittman clasifico seis serotipos capsulados
(a-f) de H. influenzae, al observar las diferencias antigénicas del polisacarido
capsular de dicha bacteria, (Gatti et al. 2004), (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2004). La mayoria de cepas de H. influenzae presentes en la microbiota

normal del tracto respiratorio no presentan capsula (son no tipificables), (Llop
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Hernandez et al., 2001), estos microorganismos pueden causar frecuentes leves
infecciones en tracto respiratorio, (Campos, 2003; Whittaker, et al., 2017).

Hasta el momento, se conocen 16 especies de Haemophilus (Llop Hernandez et al.,
2001) dentro de las cuales, las especies H. influenzae, H. parainfluenzae, H.
ducreyi, H. haemolycitus, H. parahaemolyticus, H. segnis y H. aphrophilus (Trucco,

2002), relacionadas con enfermedades en humanos.

Para la identificacion de miembros del grupo, es necesario que se demuestre la
necesidad de los factores de crecimiento X y V; especies como H. influenzae y H.
haemolycitus requieren de ambos factores para su crecimiento, mientras que H.
paraphrophilus, H. segnis, H. aphrophilus, H, aegyptius y H. ducreyi requieren solo
del factor X y H. parainfluenzae y H. parahaemolyticus solo del factor V (Llop
Hernandez et al., 2001).

H. influenzae se aisla exclusivamente de humanos, predominantemente en el tracto
respiratorio; las cepas de este microorganismo se dividen en dos grupos
dependiendo de la presencia o ausencia de una capsula de polisacarido. Las cepas
encapsuladas son reactivas con sueros de tipificacion (cepas tipificables), mientras
gue las no capsuladas no lo son, por ello se denominan no tipificables, (Agrawal et
al., 2011; Falla et al., 1994).

Desde el punto de vista clinico H. influenzae causa dos clases de infeccion, una
invasora, generalmente aguda, grave, producida por cepas con capsula polisacarida
(tipificables), sobre todo el serotipo b (Hib), y la segunda clase no invasora es
generalmente causada por cepas no capsuladas o no tipificables, generalmente son

menos graves, aunque mas frecuentes (Campos, 2003; Whittaker et al., 2017).
Las cepas tipificables de H influenzae pueden expresar hasta seis antigenos
polisacaridos capsulares diferentes (a, b, c, d, e y f) en la superficie capsular,

determinando asi la clasificaciébn en serotipos (a, b. c, d, e y f). Los antigenos
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capsulares se relacionan con un grado mayor de patogenicidad, siendo el serotipo
b causante de infecciones invasivas en lactantes y niflos (Agrawal et al., 2011),
causando enfermedades como meningitis purulenta y severas infecciones del
tracto respiratorio inferior, (Llanes et al., 1997), (Organizaciébn Panamericana de la
Salud, 2004) como septicemia y neumonia, (Whittaker et al., 2017).

La presencia de H. influenzae b en la orofaringe puede dar lugar a un estado
transitorio de portador asintomatico, y en ocasiones, la colonizacién origina una
infeccién sintomatica localizada en mucosas respiratorias altas (otitis media,
sinusitis, rinofaringitis), y posteriormente en el tracto respiratorio bajo (neumonia,
meningitis, epiglotitis, pericarditis, osteo-artritis, celulitis, entre otras) (Leibovitz et al,
2004; Pereira et al, 2004 en Tamargo, 2005; Fernandez et al., 2000).

El antigeno capsular tipo b es un fosfato de poliribosa-ribitol (PRP) lo cual difiere de
los otros cinco serotipos que tienen como constituyente basico una hexosa, algunas
hexosaminas y/o un grupo fosfato complemento lo que hacen posible que H.
influenzae b permanezca por mas tiempo en los epitelios mucosos. Estos
componentes capsulares le confieren especificidad inmunitaria y se utilizan para su
identificacion; ademas, la capsula de Hib produce una proteasa IgA que inhibe la
fijacion de IgA humanas y es una de las propiedades antifagociticas de la capsula
gue le confiere mayor proteccion contra la lisis bacteriana por anticuerpos,
(Tamargo, 2005; Ruiz, 2019).

En trabajos recientes se han identificado otros factores de virulencia asociados a
cepas tipificables y no tipificables de H. influenzae, éstos se han descrito como pili,
los cuales se adhieren a la mucosa nasal; también, PRP, PRRP y LOS
(lipooligosacéarido que forma parte de la membrana interna de H. influenzae) son
otros de los componentes de la membrana externa necesarios para la virulencia de

este microorganismo.
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Tamargo (2005), menciona que la edad y la presencia de anticuerpos séricos contra
el polisacérido capsular de H. influenzae b, influyen en que la colonizacién
orofaringea derive 0 no en una enfermedad invasiva. Se ha estimado que la
concentracion sérica minima de anticuerpos anti PRP asociados con la proteccion
frente a la enfermedad invasiva causada por H. influenzae tipo b, esta en el espectro
de 0.04 a 1 ug/1mL. En los trabajos publicados en la literatura internacional, el valor
de referencia de inmunidad natural que se utiliza es de 0.15 pg / mL, concentracion
sérica que asegura una rapida eliminacion de las bacterias que pudieran traspasar

la mucosa faringea e invadir el torrente sanguineo (BOL PEDIATR, 1998).

Los anticuerpos frente al polirribosil-ribitol fosfato activan la accién bactericida y
opsonizante mediada por el complemento in vitro e intervienen en la inmunidad

protectora contra infecciones sistémicas en humanos (BOL PEDIATR ,1998).

Gatti et al., (2004), mencionan que los factores de riesgo para la enfermedad por H.
influenzae b son: la edad (lactantes y nifios menores de 5 afios), familia numerosa,
hacinamiento, concurrencia a jardin maternal, falta de lactancia natural, virosis

respiratoria reciente, exposicion a humo y pertenencia a determinada etnia.

A partir de 1989, los paises de la Union Europea y el Espacio Econdmico Europeo
(UE / EEE) comenzaron a introducir la vacuna conjugada contra Hib en sus
programas nacionales de inmunizacion de rutina; la mayoria de los paises
introdujeron la vacuna antes del afio 2000. La introduccién de la vacuna Hib condujo
a la disminucion y prevalencia de cepas tipificables pero aumenté la prevalencia de
cepas no tipificables (HINT), (Whittaker et al., 2017).

En cuanto a, H. influenzae no tipificable (NTHi) es un patobionte (microbio endégeno
benigno que en condiciones de disbiosis puede provocar diversas patologias) que
coloniza e infecta exclusivamente a los humanos y se adaptan a la supervivencia
en el tracto respiratorio humano, su nicho ecoldgico primario (Pettigrew et al., 2018;

Sebastian-Domingo et al., 2018); generalmente es un comensal benigno de las vias
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aéreas superiores humanas donde colonizan y causan infecciones en las mucosas
de nifios y adultos (Agrawal et al., 2011). En condiciones de disbiosis, es un
patégeno oportunista comunmente aislado de las vias aéreas inferiores de
pacientes con EPOC y puede persistir por meses o afios dentro de los pulmones de
estos pacientes, lo que contribuye a la inflamacién cronica de las vias respiratorias,
(Moleres et al., 2018).

La enfermedad por H. influenzae no tipificable comienza con la colonizacién de la
mucosa de las vias respiratorias superiores, seguida por la diseminacion contigua
al oido medio, los senos nasales o los pulmones. Para facilitar la colonizacion, H.
influenzae expresa diversas adhesinas, que interaccionan con moléculas
especificas (si se sabe cuales poner) en la superficie de las células epiteliales del
huésped, (Hendrixson, 1998).

Los aislamientos de NTHi son sumamente diversos tanto fenotipicamente como
genotipicamente, estos pueden tener hasta 10 mil variaciones en un solo nucleétido.
Una secuenciacion reciente del genoma completo de un conjunto Unico de cepas
NTHi recolectadas de pacientes con EPOC revel6 una variacion genética frecuente
debido al mal emparejamiento de la cadena, (Moleres et al., 2018) lo que facilita un
alto grado de variacion antigénica y fenotipica que, a su vez, favorece el escape de

la respuesta inmune respiratoria, (Rodriguez, 2018).

La cepa H. influenzae Rd KW20, con un total de 1.830.137 Kb (Fleischmann et al.,
1995), una cepa no tipificable, fue el primer organismo de vida libre, perteneciente
alL filo Proteobacterias, que tiene un genoma completamente secuenciado y se ha

convertido en organismo modelo para comparaciones entre genomas, (Kolker et al.,
2003).

Diversos estudios sefalan que H. influenzae influye en diferentes componentes de
la respuesta inmune de los pacientes con EPOC, lo que tiene implicaciones directas

en la composicién del microbioma pulmonar, (Wang et al. 2011).
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c) Rothiaspp

El género Rothia pertenece a la familia Micrococcaceae, orden Actynomycetales,
clase Actinobacteria, (Von Graevenitz, 2004); son cocobacilos Gram-positivos,
pleomorficas, aerobios o anaerobios facultativos, inmoviles y no formadores de
esporas, (Silva, 2008; Trivedi et al., 2015; Ramanan et al., 2014). Este género
incluye, al menos, cuatro especies: Rothia mucilaginosa y Rothia dentocariosa, las
cuales forman parte de la microbiota de la cavidad oro-faringea y han sido descritas
como agentes causales de distintas patologias en humanos; finalmente Rothia
nasimurium y Rothia amarae ambas encontradas en muestras de ratones y de agua
de desagues, (Silva, 2008).

Georg y Brown en 1967, propusieron el género Rothia tomando la especie Rothia
dentocariosa como la especie tipo, siendo ésta la Unica especie reconocida dentro
del género, inicialmente; sin embargo, en el 2000, Collins y colaboradores
describieron una nueva especie llamada Rothia nasimurium y en 2002 Fran y
colaboradores propusieron otro miembro, Rothia amarae (Hammond, 1970;

Kawamura et al., 2004).

Rothia nasimurium es un comensal que forma parte de la microbiota humana.
Recientemente se ha informado que este microorganismo tiene resistencia a
multiples farmacos como betalactamicos, aminoglucosidos, macrélidos,
sulfonamidas, fluoroquinolonas, rifamicinas, tetraciclinas, lincosamidas vy
cloranfenicol; sin embargo, no hay informes sistematicos que caractericen la
genética y los mecanismos de resistencia a antibidticos de Rothia nasimurium,
(Wang et al., 2021).

Rothia dentocariosa, Rothia mucilaginosa y Rothia aeria, son bacterias que forman
parte de la microbiota orofaringea y del tracto respiratorio superior del hombre.
Rothia spp. se asocia comunmente con la caries dental y enfermedad periodontal;
algunos de los sindromes clinicos asociados con la infeccién por los miembros de

este género son bacteriemia, endocarditis, meningitis, peritonitis, infecciones 6seas
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y articulares, neumonia, infeccion de piel y tejidos blandos, endoftalmitis e infeccién
por dispositivos protésicos e inclusive con infeccion sistémica, (Ramanan et al.,
2014). Morfolégicamente, los organismos del género Rothia pueden parecerse a las
especies Nocardia y Actinomyces pero se distinguen por los componentes de la
pared celular, fisiologia y reacciones bioquimicas, (Trivedi et al., 2015).

En un estudio realizado por Tsuzukibashi y colaboradores en 2017, se observo la
proporcion de especies Rothia en muestras de saliva recolectadas de 20 sujetos
utilizando ORSM (medio de cultivo desarrollado para el aislamiento exclusivo de
especies de Rothia), donde Rothia dentocariosa, Rothia mucilaginosa y Rothia aeria
representaron el 1.3%, 5.9% y 0.8% del numero total de bacterias cultivables

presentes en cavidades orales.

Rothia dentocariosa, es una bacteria aerobia o facultativamente anaerdbica, (Shin
et al.,, 2004); presenta una morfologia variable, puede ser de forma cocéacea,
filamentosa y en ocasiones se han encontrado células difteroides o de forma
cocobacilar, su tamafio oscila 1.0 y 1.5 mm de didmetro en células cocaceaas y en
células difteroides, cocobacilares y filamentosas de 1 y 5 mm de longitud y 1 mm de
ancho; se reproduce asexualmente por division binaria, es inmoévil y no forma
esporas, (Pardi et al., 2003). No es una bacteria pigmentada, ni hemolitica y
tampoco es acidorresistente, (Pardi et al., 2003).

Su genoma tiene un contenido de G-C de entre 47 y 53%. Los azUcares de la pared
celular son galactosa, fructosa, glucosa y ribosa. Rothia dentocariosa es una
bacteria fermentativa, los principales productos finales del metabolismo de los
carbohidratos son el acido lactico y acético; crece mas rapido en condiciones
aerobicas que en condiciones anaerdbicas, no necesita de CO: ni lipidos para
desarrollarse, (Von Graevenitz, 2004).

Las infecciones graves que se le atribuyen a Rothia dentocariosa son endocarditis,
neumonia, endoftalmitis y peritonitis, siendo la endocarditis la mas frecuente en
adultos; sin embargo, es poco comun gue este microorganismo cause infecciones

significativas en humanos, (Shin et al., 2004).
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Rothia mucilaginosa es un coco inmévil, encapsulado (dispuesto en grupos), no
formador de esporas y puede aparecer en pares, tétradas o grupos irregulares;
hasta el afio 2000, Rothia mucilaginosa se conocia anteriormente como
Staphylococcus salivarius, Micrococcus mucilaginosus y Stomatococcus
mucilaginosus, (Brumunhent et al., 2013). Es un anaerobio facultativo; sin embargo,
también puede desarrollarse en ambientes aerobios, enriquecidos con CO> y con
una temperatura de 35°C, en un tiempo aproximado de 24 horas, (Lim et al., 2013;
Silva, 2008); comunmente se encuentra en la cavidad oral humana y el tracto
respiratorio superior, y en ocasiones en el tracto gastrointestinal, el revestimiento
epitelial del intestino delgado, los dientes, el calostro, la leche materna y las placas
dentales; tiene actividad catalasa variable, reduce nitratos a nitritos e hidroliza la
esculina y el contenido de G-C en su acido desoxirribonucleico varia entre 56 y 60%
en moles, (Lim et al., 2013; Bergan et al.,1982).

Rothia aeria se aislo por primera vez de muestras de aire en la estacion espacial
rusa Mir, su cepa de referencia JMC 11412 tiene una longitud total de 2.588.680 pb
y contiene un porcentaje de G+C de 56.8%, (Tsuzukibashi et al., 2017).

En diversos estudios realizados se ha observado que el género Rothia presenta un
aumento en las abundancias relativas en pacientes con enfermedades pulmonares

como bronquiectasias, (Lee et al., 2018) y tuberculosis, (Wu et al., 2013).

d) Veillonella spp
Las bacterias pertenecientes a este género son cocos Gram-negativos anaerobios,
(Kolenbrander, 2006; Poppleton et al., 2017). Esta bacteria fue descrita por primera
vez por Veillon y Zurber en 1898 como Staphylococcus parvulus, y desde entonces
se han aislado y descrito otras 13 especies de Veillonella tanto en humanos como
en roedores. En 1933 el nombre de Staphylococcus parvulus fue renombrado por

Prévot como Veillonella parvula, (Kolenbrander, 2006; Poppleton et al., 2017).
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Veillonella pertenece a los Negativicutes, un clado diverso de bacterias que
pertenecen filogenéticamente al filo Firmicutes, son Gram-positivas (monodermo)
pero mantienen una membrana externa (MO) con lipopolisacaridos similar a las
bacterias Gram-negativas (diderm) clasicas, (Poppleton et al., 2017).

El género Veillonella es el grupo mas abundante, aislado de la saliva humana
(Kolenbrander, 2006). Actualmente, el género Veillonella se subdivide en 13
especies: V. atypica, V. caviae, V. criceti, V. denticariosi, V. dispar, V. magna, V.
montpellierensis, V. parvula, V. ratti, V. rodentium, V. rogosae, V. seminalis y V.
tobetsuensis (Mashima et al., 2015); de las cuales Veillonella dispar, Veillonella
parvula, Veillonella atypica, Veillonella montpellierensis y Veillonella denticariosi se
han aislado frecuentemente de la cavidad bucal del hombre (Brisefio et al., 2008).
Los habitats primarios de las Veillonellas bucales son la lengua, la placa dental y la
mucosa bucal (Hughes et al., 1988).

La distribucion de los microorganismos del género Veillonella en cavidad bucal se
relaciona con la presencia de acidos grasos (Brisefio et al., 2008). Por otra parte,
Veillonella spp. Poseé propiedades de coagregacion que pueden afectar la
colonizacion y ecologia de otras comunidades microbianas orales, (Mashima et al.,
2015).

Los microorganismos pertenecientes a este género metabolizan lactato y succinato,
reducen la cisteina, cistina, tiosulfato y dan lugar a la formacién de radicales
sulfhidrilos (SH2), (Brisefio et al., 2008).

Veillonella parvula, es un comensal formador de biopeliculas que se encuentra en
los pulmones, la vagina, la boca y el tracto gastrointestinal de los seres humanos,
pero puede convertirse en un patdégeno oportunista; aunque la presencia de
Veillonella se ha asociado con el desarrollo de un sistema inmunoldgico saludable

en los bebés y con un efecto protector contra el asma, (Poppleton et al., 2017).
Veillonella atypica, es un coco anaerobio que se puede encontrar en los intestinos
y la mucosa oral de los mamiferos, es uno de los colonizadores tempranos de en la

formacion de biopeliculas, junto con Streptococcus spp. (Mashima et al., 2015).
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Recientemente V. atypica se asoci6 al desarrollo de una infeccién pulmonar de un

paciente inmunodeprimido de 65 afios, (Crisafulli et al., 2019).

e) Moraxella spp.

El género Moraxella pertenece al filo Proteobacteria dentro del cual se encuentran
cocos Gram-negativos como M. catarrhalis, un aerobio obligado, considerado un
patdgeno importante y comun del tracto respiratorio humano, (Wang et al., 2011),
anteriormente fue considerado un organismo comensal del tracto respiratorio
superior, (Ellie et al., 2009).

Este organismo fue inicialmente nombrado como Micrococcus catarrhalis,
posteriormente su nombre fue cambiado a Neisseria catarrhalis, debido a las
similitudes fenotipicas y el nicho ecologico que compartia con especies de
Neisseria. En 1970, la bacteria fue transferida a un nuevo género, Branhamella
debido a la limitada homologia del ADN con especies de Neisseria. Branhamella
catarrhalis se incluyo posteriormente en el género Moraxella sobre la base de su
relacion bioquimica y genética, y Moraxella catarrhalis es ahora el nombre

ampliamente aceptado, (Ellie et al., 2009).

La especie M. catarrhalis se compone de 2 linajes distintos: Uno que esta asociado
a virulencia, incluida la resistencia del suero y la adhesion a las células epiteliales
(seroresistente) y el otro se asocia con baja virulencia (serosensible), (Ellie et al.,
2009; Franco, 2015).

M. catarrhalis es un patdgeno oportunista, exclusivo del humano, no encapsulado,
aerobio estricto, productor de enzimas oxidasa, catalasa, ADNasa Yy lipasa, es
reductor de nitratos y nitritos pero no fermenta carbohidratos (glucosa, sacarosa,

maltosa, lactosa y fructosa), (Franco, 2015).

M. catarrhalis, coloniza la superficie mucosa de la nasofaringe y las vias
respiratorias de nifios y adultos pero no causa enfermedad, (Franco, 2015). Sin
embargo, el uso generalizado de vacunas conjugadas neumocécicas ha alterado
los patrones de colonizacibn nasofaringea y provocado un aumento de la

prevalencia de colonizacion e infeccion por M. catarrhalis, (Elie et al., 2009).
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En recientes estudios se ha encontrado que al igual que Haemophilus, el género
Moraxella influye en componentes de la respuesta inmune en enfermos con EPOC
(Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica) (Wang et al., 2011). También se ha
asociado con enfermedades como otitis media, sinusitis, conjuntivitis,
bronconeumonia, tos persistente, laringitis, asma, bronquiectasias y cancer de
pulmén, (Ellie et al., 2009).

El aumento y disminucién en la abundancia relativa de géneros como Haemophilus
spp., Rothia spp., Veillonella spp. y Moraxella spp. después de la infeccion por M.
tuberculosis (Cui et al., 2012; Krishna et al., 2016), puede deberse a la tos y
expectoracion que de acuerdo a Miranda et al., (2004), son sintomas comunes que
provocala TB lo cual puede alterar las tasas de eliminacién microbiana en el pulmén
y conforme a lo que menciona O’Dwyer y colaboradores (2016), y Dickson et al.,

(2016), son impulsadas por la tos.

Por otra parte, M. tuberculosis activa la respuesta inmune, y de acuerdo a Dickson
et al., (2015), esto modifica las condiciones ambientales del tracto respiratorio,
permitiendo el crecimiento de microorganismos que estén bien adaptados para
desarrollarse en estas condiciones como puede ser el caso de Rothia spp. que es
un organismo aerobio pero puede cambiar su metabolismo convirtiendose a

anaerobio facultativo.

De acuerdo a Dickson et al., (2015), la inflamacion de las vias respiratorias propicia
ambientes andxicos, por lo cual especies como Veillonella spp. puede desarrollarse
abundantemente en las vias respiratorias de los enfermos con TB, ya que es una

bacteria anaerobia.
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Conclusiones

>

El microbioma pulmonar es un concepto muy reciente, sin embargo, muchos
de los estudios realizados en torno a este tema han revelado que las
comunidades microbianas residentes en el pulmon estan intimamente
relacionadas con el sistema inmune y por ende el desbalance de este
microbioma puede resultar en el establecimiento y desarrollo de diversas
enfermedades como el asma, la TB, el EPOC, la fibrosis quistica, entre otros.
El desarrollo de nuevos estudios enfocados al microbioma son importantes,
ya que pueden ser una herramienta para desarrollar nuevas terapias y
tratamientos de diversas patologias.

El uso de las terapias antituberculosas tiene severos efectos en la
composicion de la microbiota pulmonar y gastrointestinal, esto puede resultar
en una mayor susceptibilidad a desarrollar otras enfermedades.

Géneros especificos como Haemophilus y Moraxella, tienen efectos en
componentes en la respuesta inmune; sin embargo, todos los géneros
descritos tienen una relacion con el establecimiento y desarrollo de diversos
padecimientos.

El establecimiento y desarrollo de la TB puede estar ligado con alguno o con
varios de los géneros antes descritos (Haemophilus, Rothia, Veillonella y
Moraxella).

Mediante la activacion de la respuesta inmune, M. tuberculosis propicia las
condiciones ambientales para el crecimiento de algunos géneros como

pueden ser Rothia y Veillonella.

Los sintomas que provoca la TB pueden modificar las tasas de inmigracion y

eliminacién bacteriana en el pulmon.

M. tuberculosis activa la respuesta inmune, propiciando la produccion de
componentes como citocinas, Oxido nitrico y otros, que pueden ser
metabolizados por las bacterias promoviendo el desarrollo de las mismas.
Sin embargo, es necesario realizar analisis experimentales que permitan

corroborar lo antes mencionado.
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