GACETA MEDICA DE MEXICO ARTICULO ORIGINAL

Ana Paola Franco-Esquivias,' Cristina Garcia-De la Pefa,?* Carlos Torres-Lozano,’

Felipe Vaca-Paniagua,® Clara Diaz-Veldasquez,® Margarita Ortega-Cisneros' y Antonio Quintero-Ramos*

'Instituto Mexicano del Seguro Social, Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital de Especialidades, Departamento de Alergia e Inmunologia
Clinica, Guadalajara, Jalisco; 2Universidad Judrez del Estado de Durango, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Laboratorio de Medicina de la
Conservacion, Gomez Palacio, Durango; *Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Estudios Superiores lIztacala, Laboratorio
Nacional en Salud: Diagndstico Molecular y Efecto Ambiental en Enfermedades Cronico-Degenerativas, Tlalnepantla, Estado de México; *Universidad
de Guadalajara, Centro Universitario de Ciencias de la Salud, Departamento de Fisiologia, Guadalajara, Jalisco, México

Resumen

Introduccion: La inmunodeficiencia comun variable (IDCV) es la principal inmunodeficiencia primaria sintomadtica y cursa con
alteraciones inmunes complejas. La microbiota intestinal interactua estrechamente con el sistema inmune y la disbiosis intes-
tinal esta relacionada con mdltiples patologias. Objetivo: Describir por primera vez la composicion de la microbiota intestinal
en pacientes mexicanos con inmunodeficiencia comun variable. Método: Se recolectaron muestras fecales de cinco pacientes
con inmunodeficiencia comun variable y se llevé a cabo secuenciacion masiva de la region V3-V4 del gen 16S rRNA median-
te tecnologia lllumina. Resultados: Se observo abundancia bacteriana relativa a todos los niveles taxondmicos. Firmicutes,
Actinobacteria y Verrucomicrobia fueron los filos predominantes. La clase Clostridia y el orden Clostridiales fueron los princi-
pales en su respectivo taxdn; predomind la familia Ruminococcaceae. Se reportaron 166 géneros, el mads abundante fue
Faecalibacterium. Se identificaron cinco especies, pero solo Bifidobacterium longum estuvo presente en todos los pacientes.
Conclusiones: A diferencia de la microbiota intestinal de sujetos sanos en quienes predominan Firmicutes y Bacteroidetes,
en los pacientes con inmunodeficiencia comun variable considerados en este estudio fueron abundantes Firmicutes, Actino-
bacterias y Verrucomicrobia. La baja abundancia de bacteroidetes y alta de firmicutes podrian significar disbiosis intestinal.

Microbiota intestinal. Inmunodeficiencia comun variable. 16S rRNA. Firmicutes. Disbiosis.
Abstract

Introduction: Common variable immunodeficiency (CVID) is the main symptomatic primary immunodeficiency and is associated
with complex immune disorders. Gut microbiota interacts closely with the immune system, and intestinal dysbiosis is related to
multiple diseases. Objective: To describe for the first time the composition of gut microbiota in Mexican patients with CVID.
Methods: Fecal samples from five patients with CVID were collected and massive sequencing of the V3-V4 region of 16S rBNA
gene was carried out using illumina technology. Results: Bacterial relative abundance was observed at all taxonomic levels.
Firmicutes, Actinobacteria and Verrucomicrobia were the predominant phyla. The Clostridia class and the Clostridial order were
the most common in their respective taxon; the Ruminococcaceae family predominated. A total of 166 genera were reported, with
the most abundant being Faecalibacterium. Five species were identified, but only Bifidobacterium longum was present in all
patients. Conclusions: Unlike healthy subjects’ gut microbiota, where Firmicutes and Bacteroidetes predominate, the microbiota
of the patients with CVID considered in this study was abundant in Firmicutes, Actinobacteria and Verrucomicrobia. The low
presence of Bacteroidetes and high abundance of Firmicutes might indicate the existence of intestinal dysbiosis in these patients.

Gut microbiota. Common variable immunodeficiency. 16S rRNA. Firmicutes. Dysbiosis.
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|ntroducci6n

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV) es la
inmunodeficiencia primaria sintomatica mas frecuente
en el mundo.' El diagndstico se basa en los criterios
propuestos por las sociedades americana y europea
en inmunodeficiencias: disminucién de los niveles sé-
ricos de inmunoglobulina G (IgG) debajo de dos des-
viaciones estandar para la edad y disminucion de otra
inmunoglobulina sérica (IgA o IgM), edad mayor a dos
afos, ausencia de isohemaglutininas o pobre res-
puesta a vacunas y exclusiéon de otras causas de
hipogammaglobulinemia.’

La principal manifestacion clinica en la IDCV es la
infecciosa, sin embargo, son frecuentes otras compli-
caciones como autoinmunidad, trastornos gastroin-
testinales, granulomatosis, linfoproliferacion vy
neoplasias.” La alteracion inmunoldgica caracteristi-
ca es la hipogammaglobulinemia con afeccién a los
linfocitos B, sin embargo, el compromiso incluye otras
células como linfocitos T CD4+, linfocitos reguladores
(LTreg CD25+FoxP3+), linfocitos T CD8, monocitos,
células presentadoras de antigeno y células NK (na-
tural killer).>4La IDCV se ha relacionado con diver-
sos factores genéticos y ambientales, sin embargo,
ninguno ha podido explicar por completo las multiples
manifestaciones clinicas, gravedad y evolucién de la
enfermedad.'?

La microbiota intestinal humana se ha propuesto
como un microecosistema clave en el proceso de
salud-enfermedad, en el que la disbiosis se asocia
con obesidad, infecciones, autoinmunidad 'y
enfermedades alérgicas.®’ La evolucion, desarrollo y
diversidad de la microbiota intestinal inicia desde el
nacimiento y se modifica a lo largo de la vida.® El
90 % de los microorganismos que colonizan el intes-
tino humano esta representado por los filos Firmicu-
tes, Bacteroides, Actinobacteria, Fusobacteria, Prote-
bacteria y Verrucomicrobia.®® Esta amplia diversidad
bacteriana tiene funciones importantes en el desarro-
llo del sistema inmune innato y adaptativo en un pro-
ceso de retroalimentacion bidireccional.”'"'2 A pesar
de ello, el estudio de la microbiota intestinal en inmu-
nodeficiencias primarias es limitado. Considerando la
cantidad de actividades de la microbiota en la regu-
lacién inmune y las diversas alteraciones inmunoldgi-
cas de la IDCV, surge la necesidad de profundizar en
el conocimiento de la microbiologia intestinal en pa-
cientes con esta condicion médica. Por ello, se pre-
senta un primer andlisis de la microbiota intestinal en

pacientes mexicanos con IDCV, en el que se describe
la estructura de la comunidad microbiana intestinal
asociada con esta patologia.

Método

Durante 2016 se recolectaron muestras fecales
de cinco pacientes mayores de 18 afios diagnosti-
cados con IDCV pertenecientes al Departamento de
Inmunologia Clinica y Alergia de Centro Médico
Nacional de Occidente, Instituto Mexicano del Se-
guro Social en Guadalajara, Jalisco, México. El pro-
tocolo fue autorizado por el comité de ética de esa
institucion.

Se recolecté una muestra fecal por paciente utili-
zando frasco estéril; se colocaron 0.25 g de cada
muestra en tubos para lisis BashingBead™ con
750 pL de buffer lisante/estabilizador Xpedition™
Zymo Research™. Cada tubo se colocé en un disrup-
tor celular (TerraLyzer™) durante 30 segundos para la
conservacion del ADN.

El ADN de las muestras se extrajo utilizando el kit
comercial Soil/Fecal DNA MiniPrep de Zymo Re-
search™. El ADN extraido se corrié en gel de agarosa
a 1.2 % a 80 V durante 45 minutos, en camara de
electroforesis BIO-RAD para visualizar la presencia
de ADN de alto peso molecular. La visualizacién se
llevé a cabo en un fotodocumentador GelMaxTM
(UVP®). La cantidad de ADN por muestra se midié en
un fluorémetro marca Qubit®. Se llevé a cabo la am-
plificacion de las regiones V3 y V4 del gen 16S rRNA,
empleando los primers

S-D-Bact-0341-b-S-17, 5-CCTACGGGNGGCWG-
CAG-3" y S-D-Bact-0785-a-A-21, 5-GACTACHVGG-
GTATCTAATCC-3', que producen un amplicéon de
aproximadamente 460 pb."® Estas secuencias se sin-
tetizaron con los adaptadores overhang del protocolo
de lllumina (2017a), que producen un amplicon de
aproximadamente 550 pb.

Se utilizé el protocolo de PCR lllumina con 12.5 pL
de MyTag™ Ready Mix 1X (Bioline®), 1 uL de cada
primer (10 uM), 5 pL de ADN (50 ng totales) y 5.5 pL
de H,0 grado molecular. Se utilizé el siguiente ciclo:
95 °C por tres minutos; 25 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 se-
gundos; 72 °C por cinco minutos en un termociclador
Labnet Multigene™ Gradient PCR. Se coloc6 1 pL de
los productos de PCR en un chip de Bioanalyzer DNA
1000 para verificar el tamafio del amplicén (aproxi-
madamente de 550 pb). Se realizé la purificacion de
los amplicones con perlas Agentcourt® AMPure® XP
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Informacion de las secuencias bacterianas utilizadas en el presente estudio

P1 199 924 188 675 11249
P2 228 803 189 333 39470
P3 190 836 143 260 47 576
P4 233012 177 792 55220
P5 234 330 154 823 79 507
Media 217 381 170 777 46 604

184 796 178 145 120 665 6 442
165 517 106 264 106 264 5401
132 649 127 663 84 229 5.087
175753 172519 131572 4831
151 499 147 932 108 594 6 636
162 137 157 355 110 265 5679

ST = numero total de secuencias, SE = nimero de secuencias ensambladas, SD = nimero de secuencias desechadas, SC = secuencias de calidad después de la eliminacion
de quimeras, SB = secuencias bacterianas después de la asignacion taxonémica, SBSS = secuencias bacterianas después de la eliminacion de los singletons, OTU = unidades

taxonémicas operacionales.

a 0.8 %. Posteriormente, los amplicones se
etiquetaron con Nextera XT Index Kit™ para la crea-
cién de las bibliotecas, empleando 25 uL de MyTagq™
Ready Mix 1X (Bioline®), 5 yL de cada primer (N7xx
y S5xx), 5 L de ADN y 10 pL de H,0 grado molecu-
lar. Se utilizé el siguiente ciclo: 95 °C por tres minu-
tos; 10 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por
30 segundos, 72 °C por 30 segundos, 72 °C por cinco
minutos. Se realizo6 la purificacion de las bibliotecas
con perlas Agencourt® AMPure® XP a 1.2 %. Se co-
locé 1 pL de la biblioteca final de algunos productos
de PCR seleccionados al azar en un chip de Bioa-
nalyzer DNA 1000 para verificar el tamafio del ampli-
con, esperando un tamafo de aproximadamente
630 pb. Finalmente, se realiz6 cuantificacion, norma-
lizacion (equimolaridad), agrupacion de las bibliote-
cas y secuenciacion masiva de siguiente generacion
(MiSeq lllumina® de 2x250 lecturas de final pareado),
conforme el protocolo para metagendémica 16S de
[llumina.

El andlisis de las secuencias se realizé en Oracle
VM VirtualBox 5.1.14 en la plataforma MGLinux me-
diante el software bioinformético Quantitative Insights
Into Microbial Ecology, version 1.9.0." El proceso se
inicié ensamblando las secuencias forward'y reverse
de las muestras, utilizando el programa PEAR'™ con
un traslape de 50 pb, una longitud minima por lectura
de 430 pb y maxima de 470 pb, un criterio de calidad
Q30 (una base errénea por cada 1000 bases) y un
valor de p < 0.0001. Enseguida los archivos fueron
convertidos a formato FASTA y se llevd a cabo la
eliminacion de secuencias quiméricas de las mues-
tras con USEARCH."® La seleccién de OTU (unida-
des taxondmicas operacionales) se realizd con el
método UCLUST' a 97 % de similitud; se obtuvo una
secuencia representativa para cada OTU y se asigné
la taxonomia tomando como referencia la bases de
datos EzBioCloud."”” Se construy6 la tabla de OTU

en formato BIOM (Biological Observation Matrix),'®
se separaron los dominios y se filtraron los single-
tons (OTU que solo tuvieron una observacion).”® Se
obtuvieron las tablas de abundancia absoluta de
OTU y se grafico el numero de secuencias por el
numero de taxones a nivel género, para confirmar
una profundidad de cobertura adecuada (curvas de
tendencia asintota); esta grafica fue realizada en
PAST versién 3.15.2° El nimero de secuencias alcan-
zado simultaneamente por todas las muestras fue
80 000 y se llevé a cabo un proceso de rarefaccion
aleatoria simple,?' tomando este valor como el nu-
mero de secuencias a generarse. De esta forma se
obtuvo un archivo BIOM estandarizado para todas
las muestras. Se obtuvo la abundancia relativa en
los niveles taxondmicos de filo, clase, orden, familia
y género; los filos y los géneros fueron graficados
en Excel.

Resultados

La media del total de secuencias obtenidas para
todos los pacientes antes del ensamblaje fue 217 381,
con una media de secuencias ensambladas de
170 777; la media de secuencias de calidad después
de la eliminacion de quimeras fue 162 137. Tras la
asignacion taxonoémica se obtuvo una media de se-
cuencias bacterianas de 157 355, que después de
eliminar los singletons fue de 110 265. La media de
OTU fue de 5679 (Tabla 1). La profundidad de cober-
tura en cuanto al numero de taxones bacterianos por
paciente fue adecuada, ya que se logré la tendencia
a la asintota en cada curva (Figura 1).

Se registraron 10 filos, de los cuales Firmicutes fue
el mas abundante (X = 89 %); Actinobacteria (X = 6 %)
y Verrucomicrobia (X = 3 %) fueron los siguientes en
dominancia (Figura 2). Se determinaron 15 clases,
Clostridia fue la mas abundante (X = 89 %), seguida
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por una clase no identificada del filo Actinobacteria
(X = 6%) y por la clase Verrucomicrobia (X = 3 %).
Se obtuvieron 21 érdenes, Clostridiales fue el mas
abundante (X = 89 %), seguido por Bifidobacteriales
(X = 6 %) y Verrucomicrobiales (X = 6 %). De las 34
familias registradas predominaron Ruminococcaceae
(X = 48 %), Lachnospiraceae (X = 39 %), Bifidobacte-
riaceae (X = 6 %) y Akkermansiaceae (X = 3 %). Se
reportaron 166 géneros, entre los cuales los mas
abundantes fueron Faecalibacterium (X = 23 %),
Blautia (X = 7 %), Ruminococcus g2 (X = 6.3 %)y
Bifidobacterium (X = 6 %) (Figura 3). Las especies
identificadas fueron Bifidobacterium longum (Unica
especie presente en 100 % de los individuos),

Bifidobacterium thermacidophilum (20 % de los pa-
cientes), Propionibacterium acnes (20 %), Eubacte-
rium hallii (20%) y Fusobacterium nucleatum (40 %).

Discusion

Este primer acercamiento en el estudio de la micro-
biota intestinal en pacientes mexicanos con IDCV difie-
re de lo reportado en sujetos sanos, en quienes se ha
reportado que la microbiota intestinal se compone prin-
cipalmente por Firmicutes y Bacteroidetes y en menor
abundancia por Actinobacterias, Fusobacterias, Proteo-
bacterias, Verrucomicrobia y Cyanobacterias.>® 102223
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Firmicutes, el filo mas abundante en la microbiota
intestinal del ser humano,®? abarcé casi 90 % de la
abundancia relativa total en el presente estudio. De-
rivado de este filo se identificd la clase Clostridia, las
familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, ocho
de los principales géneros bacterianos (Faecalibacte-
rium, Blautia, Ruminococcus, Oscillibacter, Subdoli-
granulum, Eubacterium, Lachnospira y Fusicatenibac-
ter) y la especie Eubacterium hallii.

Las clases Clostridium IV y XIVa cumplen funciones
inmunoldgicas importantes; su principal actividad se
basa en la produccidn de acidos grasos de cadena
corta a partir de la fermentacion de fibra de la die-
ta.?#25 Estos 4cidos grasos de cadena corta se unen
a los receptores para acidos grasos libres acoplados
a proteina G: GPR43/FFAR2, GPRA1/FFARS3 vy
GPR109A, presentes en diversas células inmunes;?®
su unién estimula la diferenciaciéon de linfocitos T
naive a LTreg CD25+FOXP3+ productoras de interleu-
cina-10 y factor de crecimiento transformante beta.?%
Estas citocinas favorecen la diferenciacion de linfoci-
tos B hacia subtipos productores de IgA.25:2729

El filo Actinobacteria fue el segundo en abundan-
cia; de él parte la clase Actinobacteria, el orden
Bifidobacteriales y el género Bifidobacterium. De
este filo se identificaron las especies Bifidobacte-
rium Longum, Bifidobacterium Thermacidophilum y
Propionibacterium Acnes. Bifidobacterium Longum,
que se encontré en 100 % de los individuos con
IDCV, tiene actividades probidticas al fermentar oli-
gosacaridos, metabolizar carbohidratos complejos y

participar en la biosintesis de polisacaridos capsu-
lares que interactuan con los receptores tipo Toll-2
(TLR-2) en el inicio de la respuesta inmune inna-
ta.2®3% Propinobacterium acnes fermenta la lactosa
en 4cido propidnico, que tiene efecto antimicrobia-
no.%%-%2 Bifidobacterium thermacidophilum no ha sido
reportado previamente como parte de la microbiota
intestinal humana, sin embargo, este resultado debe
tomarse con cautela al haberse registrado solo en
un paciente.

El filo Verrucomicrobia fue el tercero en abundan-
cia; de él se deriva la familia Akkermansiaceae y el
género Akkermansia. En la mayoria de los estudios
realizados en sujetos sanos (exceptuando algunos
paises de Latinoamérica®), Verrucomicrobia no se
presenta con abundancia elevada, sin embargo, fue
uno de los mas abundantes en los individuos con
IDCV. Su principal funcién inmunoldgica es mantener
la integridad de la capa de moco intestinal y producir
péptidos antimicrobianos.3%%

Resalta la baja abundancia del filo Bacteroidetes
(x = 0.00001) en los pacientes estudiados. Estos ba-
cilos gramnegativos son importantes en el metabolis-
mo de polisacaridos complejos que arriban intactos
al colon.®

El cociente Firmicutes: Bacteroidetes se ha pro-
puesto como indicador de disbiosis.*®% Es evidente
que la diferencia, y por lo tanto el cociente entre Fir-
micutes: Bacteroidetes en los pacientes con IDCV del
presente estudio son extremadamente altos, hallazgo
que lleva a sugerir disbiosis intestinal.



Gaceta Médica de México.2019;155

En conclusién, se reporta por primera vez la
composicion de la microbiota intestinal en cinco pa-
cientes mexicanos con IDCV. Aunque la mayoria de
las bacterias identificadas tienen interaccion positiva
con el sistema inmune, la elevada abundancia de Fir-
micutes y la baja abundancia de Bacteroidetes sugie-
ren disbiosis intestinal en estos pacientes. Aunque el
tamafo de la muestra es reducido, se espera que los
hallazgos reportados sean el primer paso para profun-
dizar sobre el estudio de la microbiota en su relacién
con el sistema inmune. Se considera que el desarrollo
de un estudio multicéntrico adicional seria de utilidad
para reforzar y profundizar los hallazgos descritos.
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