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PALABRAS CLAVE Resumen

Kawasaki; Introduccion: La etiologia de la enfermedad de Kawasaki (EK) sigue siendo desconocida. Varios
Microbioma; estudios han relacionado el microbioma humano con algunas enfermedades. Sin embargo, los
Corynebacterium; estudios sobre el microbioma respiratorio en EK son limitados. Este estudio intenta profundizar
Microbioma en las causas y procesos que predisponen al desarrollo de la EK.

respiratorio Métodos: Estudio de casos y controles en el que se compara el microbioma respiratorio de

pacientes con EK con el de nifos sanos. La region V3-V4 del gen bacteriano del ARNr 16S y
16 virus respiratorios se analizaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real. Se utilizo la base de datos RDP (Ribosomal Database Project) version 11.5 (asignacion
taxonomica).

Resultados: Se incluyeron 11 casos y 11 controles emparejados por edad, sexo y estacionalidad.
Uno de los casos fue descartado por mala calidad de la muestra. El estudio final se realizo a
10 casos y 10 controles. En el grupo de casos se encontraron Haemophilus, Moraxella, Strep-
tococcus y Corynebacterium (27,62%, 19,71%, 25,28% y 11,86%, respectivamente). En el grupo
control, Haemophilus, Streptococcus, Moraxella y Dolosigranulum (38,59%, 23,71%, 16,08 y
8,93%, respectivamente). Corynebacterium mostrd una mayor abundancia en pacientes con EK
(11,86% vs. 1,55%; p = 0,004).

* Este trabajo fue presentado en el XlIl Congreso de la Sociedad Espafola de Reumatologia Pediatrica (SERPE) (Madrid, Espafa; noviembre
del 2019) y el Congreso Euro-KiDs 2021 (encuentro en linea; enero del 2021).
* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: judith.sanchezm@sjd.es (J. Sanchez-Manubens).
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Introduccion

Conclusiones: Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que ha encontrado diferencias
en la composicion del microbioma respiratorio entre pacientes con EK y controles sanos. Cory-
nebacterium spp. present6 una mayor abundancia en el grupo de EK. Este estudio muestra
diferencias en el microbioma entre pacientes y controles, lo que sugiere un papel facilitador
del microbioma en el desarrollo de la EK.

© 2022 Asociacion Espafiola de Pediatria. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Characterization of the nasopharyngeal microbiome in patients with Kawasaki disease

Abstract

Introduction: The aetiology of Kawasaki disease (KD) remains unknown. Several studies have
linked the human microbiome with some diseases. However, there are limited studies on the
role of the respiratory microbiome in KD. The aim of our study was to make a more thorough
analysis of the causes and processes that increase the susceptibility to KD.

Methods: Case-control study comparing the respiratory microbiome of KD patients with that of
healthy children. The V3-V4 region of the 16S rRNA bacterial gene and 16 respiratory viruses
were analysed by real-time polimerase-chain reaction. We used the Ribosomal Database Project
(RDP) version 11.5 (taxonomic assignment).

Results: The initial sample included 11 cases and 11 controls matched for age, sex and seasona-
lity. One of the cases was excluded to poor sample quality. The final analysis included 10 cases
and 10 controls. In the case group, the analysis detected Haemophilus, Moraxella, Streptococ-
cus and Corynebacterium species (27.62%, 19.71%, 25.28%, 11.86%, respectively). In the control
group, it found Haemophilus, Streptococcus, Moraxella, and Dolosigranulum species (38.59%,
23.71%, 16.08, 8.93%, respectively). We found a higher relative abundance of Corynebacterium
in patients with KD (11.86% vs. 1.55%; P=.004).

Conclusions: To our knowledge, this is the first study that has found differences in the composi-
tion of the respiratory microbiome between patients with KD and healthy controls. The relative
abundance of Corynebacterium spp. was greater in the KD group. This study shows differences
in the microbiome between cases and controls, which suggests that the microbiome may play
a role in facilitating the development of KD.

© 2022 Asociacion Espanola de Pediatria. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).

temporal de casos, entre otros patrones, una hipotesis
razonable es que la EK podria ser causada por un desen-

La enfermedad de Kawasaki (EK) es una vasculitis sistémica, ~ cadenante (debatiéndose aun si seria un agente infeccioso)

aguda y autolimitada de la infancia que afecta principal-
mente a lactantes y niflos menores de 5 anos. Su diagnostico
es clinico. Su prondstico depende de la afectacion cardiaca.
Sin tratamiento, del 20 al 25% de los pacientes desarrollan
aneurismas coronarios’.

La etiologia de la EK se desconoce a pesar de afios de
investigacion. Los hallazgos clinicos, de laboratorio y las
caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad sefalan
un origen o desencadenante infeccioso. Hasta la fecha,
numerosos estudios han fracasado en el intento de iden-
tificar un agente etioldgico infeccioso o evidenciar una
asociacion con la exposicion a medicamentos o la res-
puesta a un superantigeno. También se ha demostrado
una importante predisposicion genética a la EK. Algunos
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) han
identificado varios loci biologicamente plausibles, implica-
dos en la inflamacion, la respuesta inmunitaria y el estado
cardiovascular?“. En funcién del agrupamiento espacial o

que solo produciria enfermedad o generaria una respuesta
inmunologica en individuos con predisposicion genética,
especialmente de origen asiatico'. En cambio, se sabe poco
del impacto del microbioma humano en el desarrollo de la
EK.

El término microbioma hace referencia a la comunidad
de microorganismos comensales, simbioticos y patogéni-
cos que comparten el espacio corporal humano®. Varios
estudios han relacionado el microbioma humano con algu-
nas enfermedades o la predisposicion a desarrollarlas.
Algunos de ellos han investigado la asociaciéon entre la
desregulacién del microbioma intestinal y multiples enfer-
medades autoinmunes. Los modelos animales sugieren que
el microbioma intestinal contiene organismos que dirigen
respuestas inmunitarias proinflamatorias y antiinflamato-
rias segin el contexto inmunologico, el genotipo o el
sexo de huésped y la estructura general de la comunidad
microbiana®.
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En el campo de la Reumatologia, el papel del microbioma
humano se ha estudiado en enfermedades como la artritis
reumatoide (AR) o el lupus eritematoso sistémico (LES). En
el caso de la AR, se ha encontrado una asociacion entre
un aumento en la presencia de Porphyromonas encialis,
un anaerobio oral involucrado en el desarrollo de la perio-
dontitis y resultados positivos de anticuerpos antipéptido
citrulinado ciclico’. También se han detectado alteraciones
de la microbiota intestinal en la AR, con una expansion consi-
derable de Prevotella copri en pacientes sin tratar con AR de
inicio reciente®. EL LES también se caracteriza por alteracio-
nes microbianas. Uno de los primeros estudios encontr6 una
diversidad bacteriana reducida y una ratio de Firmicutes y
Bacteroidetes inferior en pacientes con LES®. Al igual que en
la AR, hay evidencia de una translocacion de bacterias intes-
tinales en el LES, con deteccion de Enterococcus gallinarum
en biopsias hepaticas de pacientes con LES activo'®.

Aunque el papel de la desregulacion del microbioma
intestinal en la patogénesis de las enfermedades autoinmu-
nes se ha estudiado extensamente, el papel del microbioma
respiratorio en la autoinmunidad no esta tan claramente
establecido. Aunque no se ha identificado ningin agente
causal infeccioso, algunos estudios epidemiologicos han des-
crito infecciones por diversos microorganismos en muchos
pacientes con EK. Recientemente se han descritos casos
con una presentacion similar a la de la EK en asociacion
a la infeccion por SARS-CoV-2'"'2, Por anadidura, el hecho
de que ha habido epidemias de EK en Japdn, su mayor
incidencia en primavera e invierno y su ocurrencia predo-
minantemente en nifos de 6 meses a 5 afos de edad apoyan
la hipotesis de una etiologia o desencadenante infeccioso'.

Hasta donde conocemos, los estudios sobre el micro-
bioma respiratorio en la EK son limitados. Algunos estudios
han buscado una relacion entre la flora intestinal y farin-
gea con la EK y no encontraron diferencias significativas
entre casos y controles' ', En un estudio del microbioma
intestinal en EK publicado en 2005 se analiz6 el microbioma
fecal de 28 pacientes con EK, objetivandose un aumento
en las especies de Streptococcus en la fase aguda de la
enfermedad y en las bacterias del género Ruminococcus en
la fase subaguda'®. Avances recientes permitieron descu-
brir que la diferenciacion de las células Treg y Th17 esta
regulada por acidos grasos de cadena corta (AGCC), en par-
ticular el butirato, producidos por la microbiota intestinal.
Este hallazgo apunt6 a una relacion mecanistica entre la
disbiosis, definida como cambios en la composicion de la
microbiota intestinal, y varias enfermedades inflamatorias.
Estudios recientes han intentado corroborar esta hipotesis,
objetivandose concentraciones fecales de butirato significa-
tivamente disminuidas en pacientes con EK, lo que supone
una informacion importante en cuanto a la asociacion
entre la disbiosis y la respuesta inmune desregulada en la
EK15—17.

Hallazgos ultraestructurales han sugerido la contribucion
de los virus a la patogénesis de la EK, habiéndose encon-
trado cuerpos de inclusion citoplasmaticos que contenian
ARN de origen viral en el epitelio bronquial de pacientes
con EK fallecidos'®?°. Otros estudios han encontrado virus
respiratorios en muestras de aspirado nasofaringeo en apro-
ximadamente la mitad de los pacientes con EK?'.

Algunos trabajos han apuntado a una posible contribucion
de infecciones fungicas en el desarrollo de la EK. Estudios

recientes’>?® indican que el agente causal podria ser un
agente ambiental transportado en vientos troposféricos. Sus
autores encontraron toxinas aerosolizadas de varias espe-
cies de Candida en muestras recogidas de la troposfera en
periodos de alta incidencia de EK. En Japdn, el niUmero de
casos frecuentemente parece estar asociado con corrien-
tes de aire provenientes de terrenos de cultivo intensivo
de cereales en el noreste de China?*?>. Por otro lado, Sato
et al. observaron que sustancias derivadas de Candida albi-
cans, como su fraccion soluble en agua, inducian arteritis
coronaria en ratones?®.

La mayoria de los hallazgos publicados muestran que
la composicion del microbioma intestinal en pacientes con
EK difiere de la de sujetos sanos'®. Una hipotesis razona-
ble para la patogénesis de la EK seria que, en individuos
con predisposicion genética y un microbioma favorable, un
desencadenante externo podria facilitar el desarrollo de la
enfermedad. Que conozcamos, ningln estudio ha caracteri-
zado el microbioma encontrado en secreciones respiratorias
en la EK.

El objetivo principal del estudio fue comparar las diferen-
cias en la microbiota bacteriana nasofaringea y en los virus
respiratorios en pacientes con EK y controles sanos como
primer paso para profundizar en el papel del microbioma y
los antecedentes infecciosos en la patogénesis de EK.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio de casos y controles incluyendo a
ninos diagnosticados de EK (casos) tratados en un hospital
terciario (n = 11) emparejados con nifos sanos (contro-
les) atendidos en el mismo hospital que fueron tratados
mediante pruebas de laboratorio antes de una cirugia menor
o que acudieron a visitas de seguimiento en pediatria gene-
ral (n=11). Uno de los casos acabo excluyéndose debido a la
baja calidad de la muestra. La muestra final incluyd 10 casos
y 10 controles. Las muestras se recogieron entre febrero del
2016 y mayo del 2018. Los casos y controles se empareja-
ron por edad, sexo y estacionalidad. Para mas informacion
sobre la metodologia, consultar el material suplementa-
rio.

Todos los pacientes se reclutaron en los 5 dias que siguie-
ron al diagndstico y las muestras respiratorias se tomaron
antes de iniciarse el tratamiento. Todos cumplieron los cri-
terios diagnosticos de EK establecidos por la American Heart
Association’. Se excluyé a pacientes que habian recibido
antibioterapia antes de la toma de la muestra o para los
que no se obtuvo el consentimiento informado por escrito.
Los controles eran nifos sanos sin comorbilidades importan-
tes y que no habian recibido tratamiento antibiotico en las
4 semanas que precedieron a la toma de la muestra. Los
conjuntos de datos presentados en este articulo se pueden
consultar en repositorios en linea. El nombre del o los repo-
sitorios y el nimero o los nimeros de acceso se detallan
en el repositorio de Figshare dentro del proyecto Kawasaki:
https://figshare.com/s/181b728556419d0de4c5.

Obtencién de muestras de aspirado nasofaringeo

Se obtuvo una muestra de aspirado nasofaringeo de cada
paciente para su analisis. Para ello, se inyectaron de 2

302


https://figshare.com/s/181b728556419d0de4c5

Anales de Pediatria 97 (2022) 300-309

a 3ml de cloruro de sodio Meinsol® 9mg/ml (Fresenius
Kabi; Alemania) en la nasofaringe del paciente, para luego
aspirar la solucion y almacenarla en tubos estériles de
25ml. Se almacenaron alicuotas en tubos Eppendorf de
1,5L (STARLAB International GmbH, Hamburgo, Alemania),
que se congelaron de inmediato a -80°C. También se pro-
cesaron 6 muestras de control (2-3ml de cloruro de sodio
Meinsol 9 mg/ml disolvente para uso parenteral [Fresenius
Kabi Espafa, S.A.U.]). Tanto las muestras clinicas como las
de control fueron tratadas mediante el mismo protocolo de
recogida, extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN.
Las muestras se procesaron en un laboratorio de diagnostico
clinico en areas libres de acidos nucleicos y en cabinas con
flujo laminar tratadas con rayos UV, con reactivos y pipetas
dedicados exclusivamente a este proceso.

Extraccion de ADN/ARN

La extraccion de ADN de muestras de aspirado y contro-
les negativos se realizo con el sistema Nuclisens® EasyMag®
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (bioMé-
rieux S.A. 69280 Marcy UEtoile/France). Es un sistema
automatizado de extraccion de acidos nucleicos basado en
columnas de silice con particulas magnéticas. Partiendo de
una muestra con un volumen de 400 ul, se obtenia una
eluciéon con un volumen de 25 ul. A continuacion, el ADN
extraido se cuantificaba por medio del Qubit dsDNA HS Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.), un
método fluorométrico basado en la union especifica de colo-
rantes fluorescentes al ADN bicatenario. La extraccion de
ADN/ARN para la deteccion de virus respiratorios se realizo
con el sistema Magna Pure (Roche Diagnostics, Indianapo-
lis, IN, EE. UU.), otro sistema de extraccion automatizado
basado en particulas magnéticas de silice, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

Estudio del microbioma mediante secuenciacion de
nueva generacion (NGS)

La region V3-V4 del gen de la subunidad 16S del ARN ribo-
somal (ARNr 16S), de unos 465 pares de bases (pb), se
amplific6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando cebadores especificos y con las siguien-
tes condiciones de amplificacion: 95°C (3 min), seguido de
25 ciclos a 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (30 s) y 72°C
(5min). A continuacion, se procedié a fragmentar el ADN
total de cada muestra, anadiéndose 2 indices y adaptado-
res de secuenciacion con el Nextera XT Illumina Index Kit
(llumina, San Diego, California, EE. UU.) mediante PCR.
Se realizé una segunda purificacion con esferas magnéticas
(Agencourt AMPure XP 60 ml kit, Beckman Coulter; Munich,
Alemania) antes de pasar a la cuantificacion de la genoteca
con el Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scienti-
fic, Massachusetts, EE.UU.). Se construyé una genoteca de
clones de 300 pb por muestra. Se mezclaron cantidades equi-
molares de ADN de cada muestra y el conjunto resultante se
secuencid con el sistema Illumina MiSeq (Illumina; San Diego,
California, EE. UU.).

Deteccién de virus respiratorios

Se utilizd una prueba de reaccion en cadena de la polime-
rasa en tiempo real (RT-PCR) multiplex (Allplex Respiratory
Panel Assays) para la deteccion de 16 virus respiratorios y
3 subtipos de influenza A que causan infecciones de las vias
aéreas: influenza A (subtipos H1, H1pdm09 y H3), influenza
B, virus respiratorio sincitial A y B, adenovirus, enterovirus,
parainfluenzavirus 1, 2, 3 y 4, metapneumovirus, bocavirus,
rinovirus, coronavirus NL63, coronavirus 229E y coronavirus
0C43.

Analisis estadistico

Se evaluo la normalidad de los datos mediante la prueba de
Shapiro-Wilk test. Los datos cuantitativos con distribucion
normal se describieron mediante la media y la desviacion
estandar (DE). Los grupos se compararon mediante la prueba
de la t de Student en el caso de seguir una distribucion nor-
mal y de lo contrario mediante la U de Mann-Whitney. Para
la comparacion de mas de 2 grupos, se utilizo la prueba de
Kruskal-Wallis. El contraste de hipotesis en variables cuali-
tativas se realizo con el test exacto de Fisher. Los valores de
p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente signifi-
cativos.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del hospital.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con
las guias y legislacion pertinentes, y se obtuvo el consenti-
miento informado de todos los participantes o sus tutores
legales. El estudio se realizd en conformidad con los princi-
pios de la Declaracion de Helsinki.

Resultados

Caracteristicas de los pacientes

La muestra inicial incluyd a 11 pacientes con EK (6 varones
y 5 mujeres), de los que uno fue excluido debido a la baja
calidad de la muestra; los pacientes tenian de 6 a 81 meses
de edad (mediana, 30 meses). Todos los pacientes cumplian
los criterios diagndsticos de EK establecidos por la American
Heart Association'. Todos los pacientes con EK recibieron
inmunoglobulina por via intravenosa (IGIV) en dosis de 2 g/kg
como tratamiento inicial y solo 2 requirieron tratamiento
adicional, como una segunda dosis de IGIV o corticoides. Las
caracteristicas clinicas y el tratamiento de los pacientes se
presentan en la tabla 1. Los casos y los controles se empare-
jaron por edad (ano de nacimiento), sexo y estacionalidad
(misma estacioén). Los controles eran nifos sanos sin comor-
bilidades que acudieron al mismo hospital por seguimiento
en pediatria general o previamente a una cirugia menor.

Analisis de diversidad alfa

La diversidad alfa se centra en el estudio de la diversi-
dad dentro de una Unica comunidad (intramuestra). Para
su medida se utilizan distintos parametros, cada uno de los
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Tabla 1

Caracteristicas de los pacientes con enfermedad de Kawasaki al ingreso

Paciente Sexo Edad Fecha de Fecha de Subtipo Sintomas Afeccion Leucocitos Plaquetas  Sodio VSG PCR Respuesta

inicio obtencion de EK concomitan- coronaria al totales totales (mmol/l) (mm/h) (mg/l) alalGIV
de muestra tes ingreso (/mm?3) (/mm?3)

P1 \' 1a2m 26 enero, 2 febrero, | Diarrea, No 15.100 321.000 138 33 47,7 Si
2016 2016 vomitos

P2 \' 1a10m 1 febrero, 8 febrero, C - No 23.300 849.000 133 44 24,8 Si
2016 2016

P3 \Y 6a6m 12 abril, 22 abril, C No 13.100 507.000 137 ND 17,8 Si
2016 2016

P4 M 7m 14 abril, 19 abril, C Piuria No 20.500 586.000 136 ND 110,3 Si
2017 2017 estéril

P5 M 3alm 24 abril, 29 abril, C Piuria No 17.300 343.000 137 23 79,3 No
2017 2017 estéril

P6 \Y 6m 3 julio, 2017 7 julio, 2017 C - No 19.800 449.000 136 54 301,5 Si

P7 \' 3a8m 5 julio, 2017 9 julio, 2017 C Vomitos No 7.100 ND 130 ND 161,0 Si

P8 M 9m 4 julio, 2017 11 julio, I Diarrea Si 30.900 636.000 134 32 204,0 Si

2017

P9 M 2a3m 30 9 octubre, | Hepatomegalia No 36.200 440.000 137 42 146,1 Si
septiembre, 2017
2017

P10 M 3a8m 18 mayo, 24 mayo, C SAM No 3.000 154.000 138 ND 279,3 No
2018 2018

a: anos; C: completa; I: incompleta; IGIV: inmunoglobulina por via intravenosa; m: meses; M: mujer; ND: no documentado; PCR: proteina C reactiva; SAM: sindrome de activacion

macrofagica; V: varon; VSG: velocidad de sedimentacion globular.
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Diversidad alfa

Casos
Controles

Casos

Controles
Casos
Controles
Casos

Figura 1
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Diversidad alfa: diagrama de caja de los distintos indices de diversidad y riqueza en los grupos de casos y de control. La

linea horizontal en cada caja representa la mediana del conjunto de datos, los bordes de la caja los percentiles 25y 75. El valor de
p obtenido mediante la prueba de Wilcoxon se muestra encima de la caja.

cuales contribuye a explicar uno o mas se sus componentes.
Dentro del analisis de la diversidad alfa, se puede diferen-
ciar entre la riqueza y la diversidad. La riqueza solo tiene en
cuenta el nimero de géneros distintos contenidos en cada
una de las muestras, mientras que la diversidad también
tiene en cuenta la abundancia de estos géneros en las mues-
tras. Se analizaron distintos indices de diversidad alfa tanto
en casos como en controles, representandose por medio de
diagramas de cajas (fig. 1). No se encontraron diferencias
significativas ni en la riqueza ni en la diversidad.

Composiciéon taxondmica en los grupos de casos y
de control y analisis de abundancia diferencial

Los géneros mas frecuentes en el grupo de casos fueron
Haemophilus, Streptococcus, Moraxellay Corynebacterium,
con abundancias relativas del 27,55, el 20,62, el 26,20
y el 12,25%, respectivamente. En comparacion, el género
dominante en el grupo control fue Haemophilus, seguido
de Streptococcus, Moraxella y Dolosigranulum (el 38,83, el
24,21, el 16,79 y el 9,40%, respectivamente). La abundancia
relativa del resto de los géneros identificados fue inferior al
4% (fig. 2) (tabla 2).

Corynebacterium spp. estaba sobrerrepresentado en el
grupo con EK (12,25% vs. 1,59%; p = .045). También se
observo una proporcion mayor de otros géneros con abun-
dancias relativas inferiores a 0,5% en el grupo de casos en
comparacion con el grupo de control (16,07% vs. 7,82%; p =
0,08).

Analisis de diversidad beta

La diversidad beta se define como la diferencia en la diver-
sidad de las especies entre comunidades (intermuestra) y

puede revelar aspectos de la ecologia microbiana que pue-
den pasar desapercibidos mediante la mera consideracion de
la composicion individual de las muestras. Para analizar la
diversidad beta, se transformaron las unidades taxonoémicas
operativas (OTU, por sus siglas en inglés) en abundancias
relativas, excluyéndose aquellos OTU que correspondian a
abundancias relativas inferiores al 0,1%. No se observa-
ron diferencias significativas en las matrices de distancias
empleadas (p = 0,61) (fig. 3).

Deteccion de virus respiratorios

En 80% de los casos de EK (n = 8), la prueba RT-PCR detecto
la presencia de ADN/ARN de algunos de los virus respira-
torios incluidos en el panel, en comparacion con el 60% de
los controles sanos (p = 0,659). Los virus detectados con
mayor frecuencia en el grupo de EK fueron rinovirus (n = 4;
40%), adenovirus (n = 3; 30%), virus respiratorio sincitial (n
= 2; 20%) y parainfluenza 4 (n = 1; 10%), mientras que en el
grupo control fueron rinovirus (n = 4; 40%), coronavirus (n
= 3; 30%), adenovirus (n = 2; 20%) y bocavirus (n = 1; 10%).
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(tabla 3).

Discusion

Hasta donde conocemos, este es el primer estudio que ha
encontrado diferencias en la composicion del microbioma
respiratorio entre pacientes con EK y controles sanos. En
2004, Horita et al. recogieron frotis nasofaringeos en 21
pacientes con EK y 20 controles con sindrome febril no rela-
cionado con EK. Se aislaron 61 cepas bacterianas de los
pacientes con pacientes con EK y 62 cepas de los controles.
Los autores no encontraron diferencias entre los pacientes
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Figura 2 Composicion taxonémica bacteriana de las muestras nasofaringeas en los grupos de casos y de control: diagrama de
barras apiladas que muestra la abundancia relativa (promedio) de los géneros bacterianos detectados con mayor frecuencia en cada
grupo. Los géneros con un promedio de abundancia relativa inferior al 0,5% se incluyeron en la categoria «otros géneros».

Tabla 2 Abundancias relativas de los géneros detectados con mayor frecuencia en casos y controles

Género Casos Controles P (Bonferroni-Holm)
Haemophilus 27,98 + 34,28 38,83 + 36,60 0,696
Streptococcus 20,62 + 21,83 24,21 + 27,79 1,223
Moraxella 26,20 + 33,99 16,79 + 23,49 0,607
Corynebacterium 12,25 + 22,11 1,59 + 4,63 0,045
Dolosigranulum 3,91 4+ 6,46 9,40 4 26,27 0,606
Neisseria 0,604 + 1,44 3,22 + 8,77 0,621
Staphylococcus 3,59 + 7,48 0,08 + 29,05 0,727
Gemella 0,17 +£ 0,18 0,88 + 0,12 -
Streptobacillus 0,006 + 0,012 0,95 + 2,75 -
Granulicatella 0,12 + 0,28 0,56 + 1,32 -
Otros 1,34 + 2,48 0,17 + 0,33 -

Datos expresados como media + desviacion estandar.
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Figura 3

Diversidad beta: las unidades taxondmicas operativas (OTU) son grupos (clisteres) de variantes secuencia del gen ARNr

16S. Cada cluster supuestamente representa una unidad taxonomica de especies, géneros, grupos o taxones. Dependiendo del umbral
de identidad entre las secuencias de un clUster, cabe suponer que la OTU corresponde a una especie o género especifico. Las OTU
con una identidad del 97% corresponden a géneros bacterianos. Las OTU se clasificaron en distintos rangos taxonémicos (dominio,
division, orden, familia y género) con un umbral inferior de confianza de 80%. Las OTU se transformaron a abundancias relativas,
excluyéndose aquellas correspondientes a una abundancia relativa inferior a 0,1%. No se encontraron diferencias significativas en

ninguna de las matrices de distancia empleadas (p = 0,61).

Tabla 3 Frecuencia de infeccion viral de vias respiratorias y distribucion individual de virus analizada mediante RT-PCR en
casos y controles

Casos (n = 10) Controles (n = 10) p (Fisher)
Infeccion de vias respiratorias 8 (80%) 6 (60%) 0,659
Virus respiratorio sincitial 2 (20%) - 0,476
Parainfluenza 4 1 (10%) - 1,000
Adenovirus 3 (30%) 2 (20%) 1,000
Coronavirus 1 (10%) 3 (30%) 0,586
Bocavirus - 1 (10%) 1,000
Rinovirus 4 (40%) 4 (40%) 1,000
Coinfeccion viral de vias respiratorias (> 1 virus) 3 (30%) 3 (30%) 1,000

con EK y los controles febriles en las especies bacterianas
presentes en la flora nasofaringea'.

En nuestro estudio, se tomaron muestras de aspirado
nasofaringeo de 10 pacientes con EK y 10 controles sanos
y se estudid el microbioma por medio de NGS. Se observo
una diferencia en la proporcion de Corynebacterium, que
estaba sobrerrepresentado en el grupo con EK (12,25% vs.
1,59%; p = 0,045). Ademas, la proporcion de otros géneros
con abundancias inferiores al 0,5% también fue mayor en
el grupo de casos en comparacion con el de control (16,07%
vs. 7,82%; p = 0,08). Un estudio previo cuyo objeto era
aislar el gen bacteriano del agente causativo de leucocitos
periféricos en pacientes con EK identifico una nueva especie
del género Corynebacterium?’. También se identificaron

Corynebacterium spp. en muestras de aerosoles recogidas
al nivel del suelo cerca de Tokio en un momento en que
la incidencia de EK era alta. Curiosamente, un numero
importante de taxones adicionales previamente asociados a
la EK en distintos estudios también han sido identificados en
el analisis metagenomico de muestras de aire. Esto sugiere
que la exposicion a aire con diferentes cargas bacterianas
podria contribuir a la patogénesis de la EK, un aspecto que
merece estudiarse con mas detalle?*?>28,

El género Corynebacterium es un taxén de bacilos o coco-
bacilos grampositivos de morfologia corineforme?>*. Casi
todos son catalasa positivos y expresan un amplio abanico
de pigmentos y procesos metabolicos. Las bacterias de este
género son ubicuas y se encuentran cominmente en la piel
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y mucosas de los seres humanos, y casi todas son saprofitas.
Distintas especies de Corynebacterium se han identificado
en el oido medio de nifos con otitis media, pudiendo causar
infecciones oportunistas, y algunas especies, como Cory-
nebacterium diphtheriae, son patogénicas para los seres
humanos®'.

Otros estudios del microbioma intestinal han observado
que el género beneficioso Lactobacillus puede estar ausente
o desaparecer de la flora enteral durante la fase aguda de
la EK' y que parece haber un aumento relativo del género
Streptococcus en la fase aguda de la enfermedad y del
Ruminococcus en la fase subaguda'. En nuestro estudio,
no encontramos diferencias en ninguno de estos 3 géneros
en las muestras, lo que podria deberse al reducido tamano
muestral o al hecho de que se estudiaron muestras respira-
torias en lugar de fecales.

La contribucion de los virus a la EK viene sugerida por
estudios que han encontrado cuerpos de inclusion citoplas-
maticos que contenian ARN viral en el epitelio bronquial de
pacientes con EK fallecidos'. Aunque varios estudios han
intentado identificar el origen de este ARN viral, no se ha
identificado ningun virus, y Rowley et al. concluyeron que
podria ser un virus ARN ubicuo ain por identificar que podria
producir una infeccion persistente del epitelio bronquial,
contribuyendo asi a la etiologia de la EK'®2°, En otro estudio,
Turnier et al. encontraron que casi la mitad (n=93; 41,9%) de
los 192 pacientes con EK en estudio tenian una prueba PCR
de deteccion de virus respiratorios positiva, principalmente
para rinovirus o enterovirus?'. De manera similar, en nuestro
estudio no se encontraron diferencias entre casos y contro-
les, aunque rinovirus y adenovirus, entre otros, fueron iden-
tificados en casi la mitad de las muestras en ambos grupos.

Aunque nuestro estudio adolece de algunas limitacio-
nes obvias, principalmente el pequefo tamafo muestral y
la falta de comparacion, no solo con controles sanos, sino
también con nifos con enfermedades respiratorias, los resul-
tados resultan intrigantes si se contempla la posibilidad de
una etiologia Unica para esta enfermedad.

No obstante, es posible que la EK sea una enfermedad
multifactorial y que la exposicion a una variedad de agen-
tes microbianos o la dominancia de agentes microbianos
con similitudes estructurales provoquen la misma respuesta
inmunitaria idiosincratica. Hay un nivel de evidencia razo-
nable de que un desequilibrio en el microbioma contribuye a
la patogénesis de la EK. Nuestro estudio presenta el género
Corynebacterium como un nuevo agente que podria estar
en juego y demuestra la necesidad de realizar estudios epi-
demiologicos a mayor escala para revelar cambios en el
microbioma de los pacientes con EK.

El presente articulo no establece una relacion causal,
pero sienta las bases para realizar estudios en muestras
mayores que contribuyan a esclarecer el papel del género
Corynebacterium en la patogénesis de EK. Nuestro grupo ya
esta recogiendo mas muestras de pacientes con EK, con-
troles sanos y pacientes con infecciones respiratorias para
intentar obtener resultados mas concluyentes.

Conclusion

Hasta donde conocemos, este es el primer estudio que ha
encontrado diferencias en la composicion del microbioma

respiratorio entre pacientes con EK y controles sanos. El
género Corynebacterium presentd una mayor abundancia en
el grupo de EK en comparacion con el grupo control. Nues-
tros hallazgos apoyan la hipotesis de que puede haber un
sustrato microbiano respiratorio facilitador del desarrollo
de enfermedad en pacientes con predisposicion genética.
Son necesarios estudios en muestras mayores para evaluar
su relevancia y posible asociacion con la EK.
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