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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL PAPEL DE LA MICROBIOTA NASOFARINGEA EN LA GRAVEDAD DE
LA INFECCION POR RINO/ENTEROVIRUS HUMANO EN NINOS MENORES DE 5 ANOS

INTRODUCCION: Los Rinovirus (RV) y Enterovirus (EV) son una de las principales cau-
sas de infeccion del tracto respiratorio superior (ITRS) e inferior (ITRI). Las manifesta-
ciones clinicas producidas por los RV/EV son multiples y heterogéneas, pudiendo cau-
sar desde infecciones asintomaticas hasta infecciones graves con compromiso vital.
Esta variabilidad se ha relacionado con multiples factores, dependientes del propio
virus, del huésped o del ambiente. En los uUltimos afios la microbiota nasofaringea viral
y bacteriana estd cobrando protagonismo como un posible factor modulador de la
gravedad de las infecciones respiratorias, pero existe poca evidencia acerca de su rela-

cién con la infeccién por RV/EV.

HIPOTESIS: La co-infeccidn viral podria ser un factor modificador de la gravedad de la
ITRI por RV/EV en nifios menores de 5 afios. Por otra parte, los nifios menores de 5
afios con ITRI grave por RV/EV podrian presentar una microbiota nasofaringea bacte-
riana distinta a la de nifios con infeccidn respiratoria banal y nifios sanos, en tanto que
determinadas composiciones de microbiota nasofaringea bacteriana se asociarian con
salud respiratoria. En este sentido, la composicién de la microbiota nasofaringea bac-
teriana en el escenario de la infeccién por RV/EV variaria de acuerdo con la gravedad

de los sintomas.

OBIJETIVOS: Describir el impacto clinico de la co-infeccion viral en pacientes con ITRI
grave por RV/EV que precisan ingreso en una unidad de cuidados intensivos pediatri-
cos (UCIP). Describir y comparar la microbiota nasofaringea bacteriana de nifios con
ITRI grave por RV/EV, nifios con infeccidn respiratoria banal por estos microorganismos
y nifios sanos, identificando perfiles de microbiota bacteriana nasofaringea relaciona-
dos con salud respiratoria, y evaluando la relacion de ésta con la gravedad de la infec-

cion por estos microorganismos.
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METODOS: Se realizaron dos estudios observacionales, en los que se reclutaron nifios
menores de 5 afios atendidos en el hospital Sant Joan de Déu entre 2017-2020. En el
primer estudio se incluyeron pacientes que precisaron ingreso en la UCIP de dicho cen-
tro, diagnosticados de ITRI por RV/EV mediante realizacién de un panel de PCR multi-
ple en aspirado nasofaringeo, que era ademas capaz de detectar 6 virus respiratorios
mas. Se analizaron 3 grupos de pacientes en funcidn de si presentaron mono-infeccion
por RV/EV, co-infeccion con virus respiratorio sincitial (VRS), o co-infeccién con multi-
ples virus, considerando como variables resultado la necesidad de ventilacién mecani-
ca invasiva (VMI), y la estancia en UCIP superior a la media de la muestra (5 dias). El
segundo estudio con disefio caso-control se definieron 3 grupos: el grupo caso en el
que se incluyeron nifios con ITRI grave por RV/EV que precisaron ingreso en la UCIP, y
gue se pared por rango de edad y sexo con dos grupos controles: nifios sanos y nifios
con infeccidn respiratoria banal por RV/EV. Se caracterizé la microbiota nasofaringea
bacteriana de estos 3 grupos mediante técnicas de secuenciacién masiva basadas en la

tecnologia del gen 16S rRNA.

PRINCIPALES RESULTADOS: En la presente tesis se ha identificado que la co-infeccién
de RV/EV con multiples virus respiratorios no representa un factor que incremente la
gravedad de dicha infeccion. Los pacientes que presentaron una ITRI grave por RV/EV
en mono-infeccién precisaron VMI y tuvieron una estancia media en UCIP significati-
vamente mayor que los pacientes con multiples co-infecciones. Por otra parte, se han
descrito diferentes perfiles de microbiota nasofaringea bacteriana en funcién de la
presentacion clinica de la infecciéon por RV/EV. Los nifios sanos presentaron una mi-
crobiota nasofaringea rica y diversa, con mayor abundancia de especies comensales
como Dolosigranulum pigrum y Corynebacterium spp. En cambio, los nifios con ITRI
grave por RV/EV presentaron una microbiota nasofaringea significativamente menos
rica y diversa que los controles sanos, con una menor abundancia de Dolosigranulum y
una mayor abundancia de Haemophilus. Los nifios con infeccién respiratoria banal

RV/EV mostraron niveles intermedios de riqueza y diversidad entre ambos grupos.
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CONCLUSIONES: Los RV/EV en mono-infeccidn pueden constituir el agente etioldgico
de ITRI grave en el paciente pediatrico. La co-infeccidn con otros virus respiratorios no
resulta un factor determinante que incremente la gravedad de las ITRI por RV/EV. Se
han caracterizado diferentes perfiles de microbiota nasofaringea bacteriana en funcién
de la gravedad de las manifestaciones clinicas de la infeccidn por RV/EV, con una dis-
biosis progresiva de dicha microbiota desde la que presentan los pacientes asintomati-
cos hasta la descrita en aquellos que precisaron ingreso en la UCIP, caracterizada por
una pérdida de riqueza y diversidad, reduccién de bacterias comensales como Dolosi-

granulum y aumento de bacterias del género Haemophilus.
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1. INTRODUCCION

1.1 Infeccion por Rinovirus y Enterovirus

Los Rinovirus (RV) y Enterovirus (EV) son una de las principales causas de infeccién del
tracto respiratorio superior (ITRS) e inferior (ITRI) y son considerados a nivel mundial

como uno de los agentes infecciosos mas frecuentes en los seres humanos [1].

La mayoria de las infecciones provocadas por estos microorganismos son benignas,
con la sintomatologia tipica del denominado "resfriado comun". Por este motivo, la
posibilidad de que estos virus pudieran ser causantes de cuadros severos ha sido histé-
ricamente menospreciada en la literatura médica [2]. Sin embargo, existe una eviden-
cia creciente en las Ultimas décadas que contradice esta supuesta banalidad. Los RV y
EV son el segundo agente etioldgico causante de bronquiolitis en la infancia, sélo por
detras del Virus Respiratorio Sincitial (VRS) [3], y el impacto de la infeccidon de estos
microorganismos en el desarrollo posterior de sibilancias recurrentes y asma ha sido
objetivo de numerosos estudios [4]. Ademds del impacto clinico, las infecciones por RV
y EV tienen un importante impacto econdmico en la sociedad, tanto directa (por el
elevado uso de recursos sanitarios) como indirectamente (por la pérdida de producti-

vidad) [5].

Los objetivos de esta introduccidn son revisar la taxonomia y genética, patogénesis,
epidemiologia, caracteristicas clinicas, métodos diagndsticos y tratamientos de la in-

feccidn por estos microorganismos.
1.1.1 Taxonomia y genética

Los RV y EV pertenecen al género Enterovirus (EV) dentro de la familia Picornaviridae.
En el pasado, estos microorganismos se consideraba que pertenecian a géneros dife-
rentes, pero las actuales técnicas moleculares han demostrado su elevada similitud
genética. De acuerdo con la ultima clasificacién proporcionada por el International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) [6], dentro del género Enterovirus se inclu-
yen siete especies que afectan al ser humano, tres especies de RV (RV-A, RV-B y RV-C)

y cuatro de EV (EV-A, EV-B, EV-C y EV-D). Dentro de las especies de RV se reconocen
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hasta la fecha 169 subtipos distintos [7]. Los poliovirus, englobados también dentro del

género EV, no serdn considerados en este trabajo de tesis.

Los RV y EV son pequenos virus esféricos, con un diametro medio de 30nm, no encap-
sulados, con un genoma consistente en una Unica cadena de RNA monocatenario posi-
tivo, compuesto de 7200 pares de bases. Este Unico gen codifica para 1 poliproteina
precursora, que es escindida por proteasas virales en 11 proteinas maduras; 4 de ellas
(VP1, VP2, VP3 y VP4) conforman la cépside viral que engloba a la cadena de RNA, y 7
de ellas con funcién no estructural (2A a 2C y 3A a 3D) [8]. Las proteinas VP1, VP2 y
VP3 conforman la cdpside y determinan la diversidad antigénica viral, siendo la VP1 la
principal diana de la respuesta inmunitaria [9]; la proteina VP4, en cambio, se encuen-
tra en la superficie interna de la cdpside, anclando el RNA a ésta. La estructura gené-

mica de los RV y EV se representa en la Figura 1.

5’ .—{ VP4 I VP2 I VP3 I VP1 I 2A I 2B I 2C I 3A ][ 3C I 3D }—lA)n 3

VPg
< —>< —2>< —>< —>
S'UTR P1 P2 P3 3'UTR

Proteinas cépside Proteinas no estructurales

Figura 1: Estructura del genoma de los RV y EV. El genoma de RNA monocatenario codifica para una poliproteina
que es escindida en 4 proteinas estructurales (VP1 a VP4) y 7 proteinas no estructurales (Figura Adaptada de la

revista Viruses [1]).

Como hemos visto, los RV y EV comparten una estructura genética comun. Sin embar-
go, estos microorganismos son muy diferentes fenotipicamente, y muestran diferen-
cias significativas en la capacidad de replicacion en las distintas regiones del organismo
humano. El tropismo de los RV se centra en las vias respiratorias, tanto superiores co-
mo inferiores, y no suelen causar patologia sistémica excepto en casos excepcionales,
como comentaremos a continuacién; los EV, sin embargo, son resistentes a pH acido y
pueden infectar una mayor variedad de localizaciones, dando lugar a diversos sindro-
mes (meningitis, encefalitis, miopericarditis, gastroenteritis, etc.) [1]. A pesar de ello,
algunos EV comparten caracteristicas con los RV y sélo se replican en el tracto respira-
torio, causando cuadros clinicos similares [3]. Este trabajo de tesis se centra en los RV y

EV causantes de infeccidn respiratoria (de ahora en adelante RV/EV).

16



1.1.2 Patogénesis

Replicacion viral

La replicacién de los RV/EV tiene lugar en las células ciliadas del epitelio de la via aé-
rea, tanto del tracto respiratorio superior como inferior. Dado que la temperatura
ideal a la que replican estos microorganismos se sitla entre los 33-352C, en el pasado
se asumia que la infeccion por estos agentes se limitaba al tracto respiratorio superior,
donde la temperatura de las mucosas es inferior. Sin embargo, multiples estudios han
demostrado que los RV/EV pueden replicar de forma efectiva en muestras obtenidas
de las vias respiratorias inferiores [10], e incluso que la capacidad de replicacién a ba-
jas temperaturas es minima vs temperaturas superiores [11]; asi mismo, el desarrollo
de las técnicas moleculares han permitido demostrar el papel patogénico de estos mi-
croorganismos en infecciones del tracto respiratorio inferior en la infancia (bronquioli-
tis, bronquitis, neumonia) [12] y en adultos (exacerbaciones asmaticas, cuadros pseu-

dogripales y neumonia en pacientes inmunodeprimidos) [13].

Ademads del tracto respiratorio, se ha demostrado que otros tejidos pueden verse in-
fectados por RV/EV. Mediante técnicas moleculares se ha detectado RNA de estos mi-
croorganismos en cepillados de senos maxilares en pacientes con sinusitis [14], y tam-
bién en el oido medio en nifios con otitis media aguda supurada [15], presuponiéndose
la propagacion a estas localizaciones por extensidén local. También se ha detectado
RNA de RV/EV en sangre y en heces, hallazgos que contradicen la supuesta incapaci-
dad de estos microorganismos de propagarse mediante viremia mas alld de las fronte-

ras del tracto respiratorio [16-18].

Para que se inicie la replicacion, los RV/EV deben unirse a un receptor en la superficie
de las células epiteliales, gracias a un anclaje situado en la proteina estructural VP1, y
posteriormente internalizarse en dicha célula mediante una via clatrina-dependiente o
bien mediante endocitosis o via micropinocitosis [19]. Posteriormente, el genoma del
RNA viral se libera del virién en el citoplasma de la célula huésped, y se traduce me-
diante los ribosomas de dicha célula en una sola lipoproteina, que es procesada por las
proteasas virales para generar las diferentes proteinas virales anteriormente comen-

tadas. A continuacion, las proteinas no estructurales median la replicacidn del genoma
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del RNA en los organulos de replicacion, que se forman como resultado de un reorde-
namiento de las membranas celulares. Las moléculas de RNA recién sintetizadas pue-
den entrar en otra ronda de traduccién y replicacion o pueden empaquetarse en las
proteinas de la capside viral para formar nuevos viriones que se liberan tras la lisis ce-

lular, y también a través de mecanismos no liticos [20-21]

Existen diferentes receptores epiteliales a los que se uniran los RV/EV, y en este punto
nos centraremos en los receptores utilizados especificamente por las diferentes espe-
cies de RV, en tanto que los usados por los EV respiratorios son mas diversos o incluso
desconocidos, y sobrepasarian los objetivos de esta introduccién. Respecto a los RV-A
y RV-B, la mayoria de serotipos utilizan la molécula de adhesidn intercelular tipo 1
(ICAM-1) como receptor epitelial; de hecho, la infecciéon por RV incrementa la expre-
sién celular de este receptor [22]. No obstante, algunos serotipos de RV-A utilizan el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL-R). En cuanto a los RV-C, precisan del
receptor CDHR3 (del inglés cadherin-related family 3) para unirse a las células epitelia-

les [23].

Respuesta del huésped

A diferencia de otros virus respiratorios (como el virus respiratorio sincitial (VRS) o el
virus de la gripe), los RV/EV no causan una destruccidn directa del epitelio respiratorio
ni tienen un efecto citopatico definido [24]. En su lugar, los RV/EV comprometen la
funcién de barrera del epitelio mediante la liberacidn de especies reactivas de oxigeno
durante la replicacidn viral, que provocan la disociacién de la zénula occludens-1 del
complejo de unidn celular [25]. Esta disrupcidn de la funcidon de barrera incrementa la
translocacidn de patdgenos a su través, iniciando la cascada que conducird a una infec-

cion respiratoria [25].

Una vez que los RV/EV han iniciado la infeccidn del epitelio respiratorio, mediante el
anclaje a sus receptores de superficie celular especificos e internalizacidn posterior, los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) de los RV/EV son reconocidos en
la célula huésped a través de la interaccion con receptores Toll-like (TLRs) [26-27]. Este
reconocimiento implica la activacién de multiples factores de transcripcion que culmi-

na con la expresién del Interferdn beta y gamma y la transcripcion de varias citoquinas
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pro-inflamatorias (entre ellas IL6, IL8, TNFalfa), generando un ambiente inflamatorio
para combatir la infeccidén viral [28]. Estos mediadores pro-inflamatorios activan y
atraen al sitio de la infeccidn a granulocitos, monocitos y células dendriticas, para ge-
nerar una respuesta humoral a la infeccidn. Los anticuerpos producidos durante la in-
feccidn por RV/EV son serotipo especifico; hecho que explica la posibilidad de infectar-
se por estos agentes en multiples ocasiones, dado el elevado nombre de serotipos dis-
tintos [29]. Ademads, estos anticuerpos presentan escasa reactivada cruzada, lo que
representa un desafio para el desarrollo de vacunas como se comentara posteriormen-

te.
1.1.3 Epidemiologia

La transmision de las particulas viricas de RV/EV puede ocurrir principalmente a través
de dos vias: via contacto directo entre personas o con fémites contaminados, o via
inhalacion de aerosoles. Existe debate en la literatura acerca de cual de estas vias es la
predominante. Algunos estudios defienden que la transmisién directa de humano a
humano es relativamente sencilla, especialmente en presencia de elevada carga viral
[30], dado que estos microorganismos son capaces de sobrevivir en las manos durante
varias horas, y presentan una resistencia moderada a las soluciones alcohdlicas desin-
fectantes [30]. La transmisidon a través de la inhalacion de aerosoles también ha sido
documentada [31], y existe literatura que defiende que ésta seria la principal via de

transmisién en espacios cerrados [32].

Los RV/EV circulan por todo el mundo, y son considerados como el agente infeccioso
mas frecuente en el ser humano. Las infecciones ocurren a lo largo de todo el afo,
aungue con dos picos de incidencia en el hemisferio norte: el primero entre los meses
de abril y mayo, y el segundo entre setiembre y octubre [33-34]. Sin embargo, el RV-C
presenta una tendencia diferente, con un pico de incidencia durante los meses de in-
vierno [35]. La mayoria de las infecciones son adquiridas en la comunidad, aunque re-
cientemente se han reportado brotes de infecciones relacionadas con la asistencia
sanitaria que han afectado tanto a pacientes como a personal sanitario [36]. El Unico
reservorio conocido de estos microorganismos es el ser humano, especialmente la

poblacién pediatrica, pudiendo presentar entre 8-12 infecciones por estos agentes al
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afio (especialmente en los menores de 12 meses), mientras que en adultos se reduce a

2-3 episodios anuales [37]
1.1.4 Presentaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas producidas por la infeccion por RV/EV son muy diversas,
siendo la mayoria de ellas benignas y de resolucién espontdnea. Por este motivo, clasi-
camente estos microorganismos han sido minusvalorados; sin embargo, hoy sabemos
gue estos virus son una causa importante de hospitalizacién, que estan implicados en
multiples cuadros de infecciones respiratorias (bronquiolitis, bronquitis, neumonias), y
gue tienen un papel en el desarrollo y exacerbaciones de enfermedades pulmonares
crénicas como el asma [2]. A continuacidn, se describen las diferentes presentaciones

clinicas producidas por la infeccidn por RV/EV.

Estado de portador asintomatico

Se define como estado de portador asintomatico a la situacion donde se detecta RNA
de RV/EV en muestras de vias respiratorias altas de individuos sin sintomatologia res-
piratoria. Este estado es mas frecuente en los nifios, y se ha estimado una prevalencia
de alrededor del 14-22% [38]. Sin embargo, la confirmacion del estado de portador es
compleja, en tanto que la excrecién del virus en las mucosas de dichas vias puede ocu-
rrir hasta 5-6 semanas después del inicio de los sintomas respiratorios, y este periodo

de tiempo puede ser superior en pacientes inmunodeprimidos [39].

Resfriado comun

Los RV/EV son la principal causa a nivel mundial del denominado resfriado comun [40].
Se estima que el periodo de incubacidn es de unos dos dias [41], con una duracidn de
los sintomas entre 7-10 dias [42]. Esta entidad se caracteriza por clinica de congestion
nasal y rinorrea, tos y estornudos, odinofagia y malestar general, entre otros sintomas,

y suele resolverse de forma espontdnea en una o dos semanas [43].

A pesar de tratarse de una entidad benigna, el resfriado comun se asocia con impor-
tantes costes en cuanto a visitas médicas, absentismo laboral y uso inadecuado de

antibidticos [44].
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Otitis media aguda

La otitis media aguda (OMA) suele estar causada por bacterias o por co-infecciones de
bacterias con virus, pero también se ha descrito la mono-infeccién viral como etiologia
de esta entidad [45]. En un estudio donde se analizaron 362 nifios menores de 1 afio
con OMA, en el que se realizaron aspirados nasofaringeos durante 9 meses con una
periodicidad mensual, se detectd que los RV/EV y el VRS se asociaban especificamente

con esta entidad (p<0.001) [46].

Bronquiolitis

La bronquiolits es la principal causa de hospitalizacidn en la infancia. Se define como el
primer episodio de dificultad respiratoria en menores de dos afios. Después del VRS,

los RV/EV son la segunda causa de esta entidad, suponiendo un 25% de los casos [47].

Hasta la fecha, existe controversia en la literatura acerca de que uno de estos dos virus
sea causante de bronquiolitis mds severas [48]. En algunos estudios se ha descrito una
hospitalizacion mas corta en aquellos pacientes con bronquiolitis por RV/EV [49]; sin
embargo, otros estudios sefialan que parece no haber diferencias significativas en
cuanto a la prevalencia de RV/EV y VRS entre pacientes hospitalizados en unidades de

hospitalizacién pedidtricas o unidades de cuidados intensivos pediatricos (UCIP) [50].

Es importante destacar que los RV/EV si parecen estar mas implicados como causantes
de bronquiolitis en aquellos pacientes con predisposicién atépica [51], y han demos-
trado en multiples estudios ser un factor de riesgo para el desarrollo de sibilancias re-

currentes en la infancia [52-54]
Neumonia

En un gran estudio que evalud la incidencia y distribucién de patégenos causantes de
neumonia adquirida en la comunidad en nifos hospitalizados, se identificaron los virus
(uno o mas), las bacterias o las co-infecciones virales y bacterianas como etiologia de
esta entidad en un 66%, 8% y 7% de los casos, respectivamente [55]. Los patdgenos
mas comunmente detectados fueron el VRS (28%) y los RV/EV (27%); todos los demas
virus o bacterias detectados estaban por debajo del 10%. Los RV/EV fueron encontra-

dos principalmente entre nifios de 5 a 17 aiios.



En otro estudio europeo donde se evaluaron las etiologias de neumonia adquirida en
la comunidad en pacientes menores de 14 afios, se reportd una prevalencia de RV/EV

del 29% de los casos examinados [56].
Asma

Las infecciones virales son la principal causa de exacerbaciones asmaticas en la infancia
[57], y se estima que aproximadamente dos tercios de estas infecciones son secunda-
rias a RV/EV [58]. Las exacerbaciones asmaticas son estacionarias, con dos picos de
incidencia en los climas templados, uno al inicio del otofio y otro al inicio de la prima-
vera [59]; este patron coincide con la distribucion estacional de los RV/EV [33-34], su-

giriendo una estrecha relacidn causal.

En este punto es importante comentar el papel que pueden tener los virus en el desa-
rrollo ulterior de asma. Actualmente sabemos que las infecciones virales son las prin-
cipales causantes de los episodios de sibilancias en la poblacion pedidtrica, y que la
ocurrencia de estos episodios se relaciona con el riesgo de presentar asma en la edad
adulta [60]. En este sentido, estudios longitudinales han demostrado que los pacientes
ingresados con bronquiolitis tienen entre 2 y 3 veces mayor riesgo de desarrollar asma,
y este riesgo se ve aln mas incrementado en los pacientes con antecedentes persona-
les o familiares de atopia (dermatitis atdpica, sensibilizacion IgE mediada frente a ali-
mentos o aeroalérgenos, o eosinofilia) y en bronquiolitis causadas por RV/EV [52-54].
Por ejemplo, en un estudio caso-control realizado en Finlandia demostré que los pa-
cientes hospitalizados por bronquiolitis RV/EV presentaban un riesgo incrementado de

presentar asma en el futuro, y este riesgo se mantenia a 10 anos vista [61].

Otras infecciones

Existe evidencia en la literatura de que los RV/EV pueden estar implicados en otros
cuadros infecciosos no respiratorios. Por ejemplo, en un estudio de pacientes pediatri-
cos hospitalizados por gastroenteritis se identifico RV/EV en un 10% de las muestras de
heces [62]. En 2015 se describid el caso fatal de un lactante de 19 meses que ingresé
en una UCIP por un sindrome de distrés respiratorio agudo severo y que fallecié por

este motivo, en el que se identificé el RV-C en sangre, pulmones, heces y liquido cefa-
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lorraquideo como agente causal en la autopsia, evidenciando la capacidad que tienen
algunos subtipos de RV/EV para diseminarse mas alla del aparato respiratorio [63]. Es
interesante sefalar también en este punto la implicacidn que pueden tener estos mi-
croorganismos en cuadros neuroldgicos; por ejemplo, la infeccién por EV-D68 se ha
relacionado con casos de mielitis flaccida [64] o de meningoencefalitis con disautono-
mia severa y exitus [65]. Otro ejemplo seria el brote de rombencefalitis causado por el

EV-A71 en el aifio 2016 [66].

Otro escenario clinico donde los RV/EV pueden estar implicados es en la fiebre sin fo-
co. El manejo del lactante menor de tres meses con sindrome febril sin foco ha sido
histéricamente debatido en Pediatria, en tanto que la posibilidad de que estos cuadros
sean causados por infecciones bacterianas es alta, lo que requiere una rapida evalua-
cion clinica, recogida de cultivos de muestras estériles e inicio de antibioterapia empi-

rica.

Sin embargo, detrds de estos cuadros clinicos también pueden estar las infecciones
viricas. En un estudio publicado en 2018 [67] donde se evaluaron pacientes menores
de 3 meses con sindrome febril sin foco se detectd una infeccion viral en el 55% de los
casos, y de ellos los RV/EV fueron los agentes mas frecuentemente detectados (69%).
Los pacientes infectados por un virus tuvieron menor probabilidad de estar infectados
por una bacteria; sin embargo, aquellos lactantes con infeccion por RV/EV presentaron
también una infeccion bacteriana de forma mucho mas frecuente que los pacientes
con otras infecciones viricas (7.5 vs 3.5% respectivamente, RR =2.12 (1.43-3.15)). Den-
tro del subgrupo de pacientes menores de 1 mes, se evidencié que la deteccién de
RV/EV no disminuia la incidencia de infeccidn urinaria, bacteriemia o meningitis. Por
todo ello, la deteccidn de RV/EV en lactantes febriles no debe disuadir de la utilizacién

de antibioterapia en estos cuadros clinicos.
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1.1.5 Métodos diagndsticos

Recogida de muestras

En caso de ITRS el frotis o aspirado nasofaringeo ha demostrado ser mas sensible que
el frotis nasal u orofaringeo por separado [68]. En caso de ITRI, las muestras pueden
ser obtenidas mediante aspiracidn traqueal o bronquial, lavado broncoalveolar, o mas
raramente por biopsia pulmonar. Sin embargo, la disponibilidad de estas técnicas inva-
sivas en la practica clinica diaria es limitada, y la mayoria de los estudios microbioldgi-
cos para infecciones respiratorias en edad pediatrica se realizan a partir de muestras
obtenidas del tracto respiratorio superior mediante aspirado o frotis nasofaringeo. De
hecho, se ha demostrado que en nifios inmunocompetentes existe una elevada corre-
lacion en cuanto a deteccidn viral comparando muestras obtenidas mediante aspirado

nasofaringeo o lavado broncoalveolar [69].

Una vez obtenidas las muestras deben ser enviadas rapidamente al laboratorio para su
posterior analisis. Si el envio se va a demorar unos dias deben transportarse congela-

das o en un medio de transporte viral a 42C.

Métodos moleculares

Los cultivos virales tienen una baja sensibilidad y no ofrecen resultados hasta unos 14

dias después de su recogida, por lo que no suelen ser Utiles en la practica clinica diaria.

En cambio, el desarrollo de las técnicas moleculares ha supuesto una revolucién en el
diagnéstico etioldgico de las infecciones respiratorias. Las técnicas basadas en la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) permiten
detectar y cuantificar a un amplio rango de microrganismos. Actualmente, los paneles
de PCR muiltiple en tiempo real permiten detectar multiples microorganismos en una
sola reaccion de PCR reduciendo el volumen de muestra inicial, asi como el uso de
reactivos, el tiempo de preparacién y el coste, y aumentando el rendimiento de la téc-

nica [70-71].

Sin embargo, la mayoria de estos paneles son incapaces de diferenciar las especies de
RV/EV, en tanto que la diana de replicacidn de estas técnicas es la region no codifica-
ble 5', altamente conservada en estos microorganismos como se ha comentado con
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anterioridad. Por ello, son necesarios estudios moleculares especificos para lograr di-

cha discriminacién a nivel de especies [72].

1.1.6 Tratamiento

Antivirales

Hasta la fecha, ningln tratamiento antiviral especifico para la infecciéon por RV/EV ha
sido aprobado, por lo que el manejo de los cuadros clinicos producidos por estos mi-

croorganismos se basa en un tratamiento de soporte.

Diversos factores explican la dificultad para el desarrollo de farmacos activos contra
estos virus [73]. Por un lado, el elevado niumero de serotipos, su diversidad genética, y
la elevada incidencia de mutaciones espontaneas en el RNA de estos microorganismos
supone un obstdculo mayor. Por otra parte, para que estos tratamientos fueran efecti-
VoS seria necesario iniciarlos en una fase inicial de la infeccidn, y este aspecto puede
resultar complicado en tanto que el diagndstico en dichas fases puede ser complejo.
En este contexto es facil entender que el desarrollo de estos fdrmacos supone un ele-
vado coste econdmico; este hecho, junto con la benignidad de la mayoria de los cua-
dros clinicos producidos por estos microorganismos, ha limitado el interés de la indus-
tria farmacéutica en encontrar un tratamiento para el resfriado comun. Este fracaso
supone una ironia para la ciencia, tal y como resumieron White y Fenner: "En esta era
de trasplante de drganos, ingenieria genética, y otras demostraciones dramaticas de
las maravillas de la ciencia médica, la gente puede percibir cierta ironia en la incapaci-
dad de la medicina moderna para conseguir el mas minimo impacto sobre la mas trivial

de todas las dolencias humanas, el resfriado comun" [74].

Sin embargo, existen algunos antivirales que han demostrado actividad inhibitoria

frente a RV/EV, que comentaremos a continuacion.

Los inhibidores de la formacidon de la cdpside son uno de los principales grupos de an-
tiviricos frente a RV/EV. Estos farmacos se unen a la proteina VP1 previniendo los
cambios conformacionales de la capside que son necesarios para la unién del virus a la
célula huésped. Dentro de este grupo, el primer farmaco que se desarrollé fue Piroda-

vir, demostrando en un modelo animal que era capaz de prevenir la infeccion por
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RV/EV administrado via intranasal. Sin embargo, tan solo demostré actividad frente a
la infeccidn si se administraba 10 minutos después del contagio, sin observarse ningun
efecto si se administraba 24 horas después de éste [75]. Otro farmaco perteneciente a
esta familia es Pleconaril, que fue el primer antiviral contra RV/EV estudiado en ensa-
yos clinicos con humanos. En dos estudios paralelos prospectivos, doble ciego, contro-
lado por placebo [76], la administracién via oral de este medicamento 24 horas des-
pués del inicio de los sintomas de la enfermedad demostrd reducir la duracién de estos
sintomas (1 dia menos, p<0.001) en comparacién con el grupo placebo. Sin embargo,
estos beneficios clinicos presentaron una elevada correlacién con la susceptibilidad del
virus a la medicacién [77], no observdndose en aquellos con sensibilidad reducida o
resistentes a Pleconaril. Finalmente, otro inhibidor de la formacién de la cdpside es
Vapendavir, que se estudié en un ensayo clinico fase llb para determinar su efectividad
en la prevencién de las ITRS en 455 participantes adultos con asma moderada-severa,
no siendo capaz de cumplir su objetivo principal que era la reduccién de los sintomas

[78].

Otro grupo de farmacos antivirales frente a RV/EV son los inhibidores de la proteasa.
Estas moléculas actlan previniendo la escisién de las proteinas virales en el ciclo de
replicacién viral. Uno de estos medicamentos es Rupintrivir, que actua inhibiendo la
proteasa 3C, y ha demostrado actividad antivirica in vitro contra diferentes serotipos
de RV/EV [79], incluidos serotipos de la especie RV-C [80]. Sin embargo, no existen

hasta la fecha ensayos clinicos para testar la efectividad in vivo de estos tratamientos.

Otra estrategia que se ha investigado para prevenir la infeccidon por RV/EV es impedir
gue estos virus se unan a sus receptores celulares (LDL-R, ICAM-1, o CDHR3). Hasta la
fecha, sélo se han testado anticuerpos monoclonales contra ICAM-1, como por ejem-
plo el farmaco Tremacamra, que demostré ser efectivo mejorando los sintomas de la
infeccién por RV/EV administrado antes y después de la infeccién [81]. Sin embargo,
este farmaco presenta una desventaja importante en tanto que precisa de una dosifi-
cacion frecuente (6 dosis diarias, cada 3 horas via intranasal). Recientemente, se ha
desarrollado un anticuerpo anti ICAM-1 de origen murino (14C11) [82], que adminis-
trado de forma tépica o sistémica en modelos animales ha demostrado reducir la carga

viral y las citoquinas proinflamatorias [82].
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Ademas de los farmacos antivirales especificos para RV/EV, se han intentado utilizar
otros tratamientos para el manejo de esta infeccidn. Por ejemplo, los corticoides, que
administrados via intranasal no han demostrado ningln efecto [83]; sin embargo,
cuando se administran sistémicamente en pacientes pediatricos de 3-35 meses de
edad hospitalizados por una bronquiolitis por RV/EV parecen reducir la recurrencia de
episodios causados por estos microorganismos a un afio vista [84]. Otros farmacos
estudiados en la literatura son la azitromicina [85], la vitamina D [86], o el interferdn

beta inhalado [87], siendo la efectividad de todos ellos discutida.
Vacunas

Durante décadas, el desarrollo de vacunas contra la infeccidon por RV/EV se ha conside-
rado irrealizable. Teéricamente, una respuesta humoral neutralizante eficiente y alta-
mente especifica contra la infeccién por RV/EV deberia conferir proteccion. Sin embar-
go, debido al elevado nimero de cepas virales recientemente reconocidas, se puede

provocar poca reactividad cruzada mediante anticuerpos neutralizantes [88].

En los ultimos afios se han intentado implementar dos estrategias principales para in-
tentar superar la dificultad de la diversidad antigénica de los RV/EV. La primera estra-
tegia consiste en el desarrollo de una vacuna multivalente que comprende multiples
serotipos de RV/EV. En este sentido, una vacuna de virus completo decavalente inacti-
vado con formalina mostré un aumento en los niveles de anticuerpos neutralizantes,
activos contra hasta el 40% de los serotipos conocidos [88]. Recientemente, una vacu-
na polivante con 50 serotipos incluidos demostrd ser inmunogénica contra aproxima-
damente un tercio de los RV/EV circulantes en los macacos rhesus, lo que induce una
respuesta neutralizante amplia [89]. Cabe sefalar que una limitacién del estudio reali-
zado por Lee et al. es que los autores no incluyeron en el diseiio de la vacuna antige-
nos de la especie RV-C, que representa un problema crucial para la poblacidn pediatri-

Ca.

Una segunda estrategia para inducir inmunidad protectora contra diferentes serotipos
de RV/EV es desarrollar vacunas de subunidades, que consisten en regiones pequefias
pero conservadas de la estructura molecular de los RV/EV, y éstas se unen con un ad-

yuvante capaz de potenciar la respuesta de las células T. El objetivo de este proceso es
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aumentar el espectro serolégico de cobertura mientras se limita el nimero de antige-
nos necesarios. La proteina VP1 y las regiones de la cdpside VP4 y VP2 son las estructu-
ras de la capside viral mas conservadas y representan un objetivo prometedor para el

desarrollo de vacunas [88-89].

Finalmente, afiadir que la respuesta futura para el desarrollo exitoso de una vacuna
contra los RV/EV puede residir en la tecnologia del acido ribonucleico mensajero
(ARNm). Las vacunas basadas en dicha tecnologia han demostrado ser seguras y efica-
ces, tal y como nos ha ensenado la pandemia por SARS-CoV2. Sin embargo, no existen
hasta la fecha ensayos clinicos para el desarrollo de una vacuna anti RV/EV basada en

esta plataforma [90].

El desarrollo de estrategias preventivas frente a la infeccién por RV/EV se antoja aun
mas necesaria si cabe en el futuro inmediato. Es probable que en los préximos anos se
comercialicen los anticuerpos monoclonales contra el VRS para nifios a término [91].
En los ensayos clinicos se ha observado una elevada eficacia de estos anticuerpos fren-
te a VRS; sin embargo, es posible que la tasa de hospitalizacién por infeccidn respirato-
ria se mantenga estable tanto en el grupo de vacunados con estos anticuerpos como
en el de no vacunados, a expensas de un incremento de otras etiologias virales (princi-
palmente RV/EV) [91]. Por tanto, es posible que cuando estas estrategias de mitigacién
frente al VRS empiecen a ser efectivas, los RV/EV constituyan la principal causa de in-
feccidn respiratoria y hospitalizacidon, lo que enfatiza la importancia de la investigacién

de nuevas estrategias terapéuticas frente a estos virus.

28



1.2 Factores modificadores de la gravedad de la infeccion por RV/EV

Como hemos visto con anterioridad, los cuadros clinicos producidos por los RV/EV son
multiples y heterogéneos, pudiendo causar desde infecciones asintomaticas hasta in-
fecciones graves con compromiso vital. No se conoce con exactitud por qué algunos
individuos desarrollan cuadros mas leves cuando se infectan por estos microorganis-

mos, y otros en cambio cursan con infecciones severas.

En la presente seccién se discuten los principales factores descritos en la literatura
como posibles modificadores de la gravedad de la infeccion por RV/EV, divididos en 4
grupos: factores dependientes del virus, del huésped, del ambiente, y de la relacién de
estos virus con los microorganismos del nicho ecoldgico, en donde introduciremos el

concepto de microbiota.
1.2.1 Factores dependientes del virus

Actualmente sabemos que dentro del género Enterovirus se incluyen siete especies
gue afectan al ser humano, tres especies de RV (RV-A, RV-B y RV-C) y cuatro de EV (EV-
A, EV-B, EV-C y EV-D). Existen multiples estudios en la literatura que han intentado
demostrar que la especie de RV puede determinar la severidad de la infeccién. Las
especies de RV-A y RV-C son mas prevalentes y parecen estar relacionadas con cuadros
clinicos mds severos; en cambio, los RV-B se detectan con mayor frecuencia en pacien-
tes asintomaticos [92-94]. Sin embargo, existen otros estudios con resultados opues-
tos, en los que se reporta que los RV-C se relacionaron con infecciones mas leves [95],
incluso otros no demostraron ninguna correlacién de esta especie con gravedad o po-
sibilidad de hospitalizacién [96]; otro estudio sefalé que no existieron diferencias en
cuanto a severidad o caracteristicas clinicas entre las diferentes especies de RV [97], en
contraste con otro trabajo que encontrd que los RV-B se relacionaron con hospitaliza-
ciones mas prolongadas [98]. Por lo tanto, hasta la fecha la especie de RV como de-
terminante de severidad es objeto de controversia. En cambio, si que parece existir
consenso en la literatura en la imposibilidad de diferenciar las diferentes especies de

RV en funcién de la sintomatologia producida [99].
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Respecto a las especies de EV, se ha descrito en la literatura que algunas especies de
EV-D (especialmente EV-D68) circulan mundialmente en forma de brotes, como por
ejemplo el brote detectado en Estados Unidos en el otofio de 2014 [100], que afectd
predominantemente a la poblacidén pediatrica, causando infecciones respiratorias de
diversa gravedad, especialmente en pacientes con antecedentes de sibilancias recu-
rrentes o asma; o el brote de rombencefalitis causado por EV-A71 en Cataluiia en el
ano 2016 [66]. Los EV-A y EV-C también presentan un elevado tropismo respiratorio
[101-102], pero no se han descrito hasta la fecha que infecciones por una determinada

especie puedan ser mds graves que otras.

Hablaremos ahora del papel que la carga viral puede tener a la hora de modular la gra-
vedad de la infeccidn por RV/EV. Se ha observado que los pacientes con infecciones
sintomaticas por RV/EV presentan una carga viral mas elevada en comparacién con los
pacientes asintomaticos [103-104]. Sin embargo, multiples estudios han intentado de-
terminar unos valores de corte de carga viral que puedan predecir mayor gravedad,
con resultados dispares. Mientras algunos de estos estudios encontraron una asocia-
cion entre elevadas cargas virales y severidad de la enfermedad, mayor riesgo de ITRIl e
insuficiencia respiratoria aguda en ninos [105], otros estudios no han podido confirmar
estos hallazgos [106]; por tanto, la carga viral parece insuficiente como valor aislado

para determinar la gravedad de la infeccién.
1.2.2 Factores dependientes del huésped
Edad

La poblacién pediatrica constituye el principal reservorio de los RV/EV, por lo que su
papel en la transmisién de esta infeccidén en la comunidad es clave [107]. Para ilustrar
este punto, diversos estudios han demostrado que, en paises del hemisferio norte, el
regreso al colegio tras el periodo vacacional estival se relaciona con un pico de inci-
dencia de la infeccidn por estos virus, con un incremento de las visitas en los servicios

de urgencias y un mayor niumero de exacerbaciones asmaticas [108-109].

Ademads de ser el grupo etario donde las infecciones por estos microorganismos son

mas frecuentes, los nifios tienen un riesgo incrementado de que éstas sean sintomati-
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cas cuanto mas pequeiios sean. Esto ha sido ejemplificado por diferentes autores en la
literatura. Un estudio caso-control realizado en Africa mostré que la infeccién por
RV/EV se asociaba con mayor frecuencia a neumonia en nifios entre los 13 y 59 meses
de edad [110]. Otro estudio centrado en nifios hospitalizados observo que el 71.4% de

las infecciones por RV/EV se dieron en nifios menores de 3 afios [111].

Las especies de RV-C parecen estar implicadas en infecciones detectadas a una edad
mas temprana, particularmente en nifios menores de dos afios [112]. En cambio, las
especies de RV-A se observan con mayor frecuencia en poblaciones adultas [113]. Las
especies de RV-C parecen ser mas inmunogénicas, lo que apoya la hipétesis de que con
la edad se desarrolla inmunidad protectora contra éstas, permitiendo la mayor fre-
cuencia de infecciones por RV-A en poblaciones mds mayores [114]. Esta mayor sus-
ceptibilidad a RV-C podria deberse a una inmadurez del sistema inmunoldgico de los
niflos pequenos, por lo que el RV-A se vuelve mds comun con la edad debido a su ma-

yor prevalencia general.

La poblaciéon anciana, por su parte, también constituye un grupo en el que las infeccio-
nes por RV/EV son frecuentes [115], y con mayor riesgo de complicaciones. La neumo-
nia causada por RV/EV en esta poblacion ha demostrado una morbilidad y mortalidad
mayor que la neumonia por virus Influenza, especialmente en aquellos ancianos afec-

tos de enfermedad pulmonar crénica [116].

Comorbilidades

1. Asma: La relacidn entre la infeccién por RV/EV y el asma ha sido objeto de discusién
en la literatura médica [117-118]. Como se ha comentado con anterioridad, la infec-
cion por estos virus es un predictor para el desarrollo de sibilancias recurrentes [119],
muy frecuentes entre los nifios menores de 5 anos, y representan un riesgo a medio
plazo para el desarrollo del asma [120], incluso en poblaciones pediatricas sin factores
predisponentes [121]. Ademas, se ha descrito la infeccidon por estos microorganismos
como factor desencadenante de las exacerbaciones asmaticas, tanto en adultos como

en nifios [122].
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Otro aspecto que también se ha estudiado es si, en funcion de la especie de RV/EV, el
papel que puedan tener sobre el desarrollo o las descompensaciones del asma sea
diferente [123]. Las especies de RV-C se han asociado, especialmente en nifios meno-
res de 5 afos, a mayor posibilidad de desarrollo de asma y a mayor severidad de ésta
[124]. En cambio, otros estudios no han identificado que dicha especie pueda tener un
papel diferencial en los resultados clinicos [125]. Respecto a las especies de RV-A, se
han descrito como clinicamente mas relevantes en pacientes asmaticos que no requie-
ren hospitalizacidén, en cuanto a que se asocian con peor control de los sintomas del
asma, entre ellos la tos prolongada [125]. Por tanto, no queda claro que sea la especie
de RV/EV la que pueda justificar la mayor o menor gravedad de presentacion de los

cuadros asmaticos.

2. Prematuridad: Los RV/EV pueden causar infecciones respiratorias severas en pacien-
tes prematuros, constituyendo la principal causa de hospitalizacidon en esta poblacién
[126]. Existen estudios que han demostrado que prematuros extremos (nacidos con
una edad gestacional inferior a las 32 semanas) hospitalizados por una infeccion por
estos microorganismos presentan signos clinicos de obstruccién del tracto respiratorio
inferior, lo que traduciria una hiperreactividad de la via aérea como mecanismo fisio-
patolégico que explicaria la susceptibilidad de estos pacientes a dichos virus [127]. Sin
embargo, la prematuridad también se ha descrito como factor de riesgo para infeccio-

nes respiratorias severas por otros virus (VRS, metapneumovirus humano) [128-129].

3. Cardiopatia congénita: Se han descrito manifestaciones de la infeccién por RV/EV en
pacientes pediatricos con cardiopatias congénitas [130], tales como hipertension pul-
monar severa, cianosis, u hospitalizacién prolongada. De hecho, un estudio realizado
por Delgado-Corcoran et al. demostré que la infeccidn por estos microorganismos
complicaba el curso postoperatorio de los pacientes intervenidos de cirugia cardiaca
[131], con un incremento de la necesidad de ventilacién mecanica invasiva (VMI) y
ventilacién mecanica no invasiva (VNI), terapia con 6xido nitrico y prolongacién de la
estancia en UCI, llegando a proponer considerar atrasar la cirugia en pacientes positi-
vos para estos virus si la situacidn clinica lo permite. Sin embargo, otros estudios han

demostrado hallazgos similares cuando se ha analizado el papel de otros virus respira-
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torios en el postoperatorio de cirugia cardiaca, especialmente el VRS y el virus Influen-
za [132]. La cardiopatia congénita en si misma se ha descrito como factor de riesgo
independiente para una enfermedad mas severa independientemente de la etiologia

de la infeccion respiratoria [133].

4. Inmunosupresién: Los pacientes inmunocomprometidos constituyen también una
poblacion de riesgo para sufrir una infeccién por RV/EV [134], dado que esta poblacién
puede desarrollar infecciones virales crénicas y re-infecciones dada su incapacidad
para eliminar a estos microorganismos. Este hecho se ha relacionado con la aparicion

de nuevos serotipos de RV/EV [135].
1.2.3 Factores dependientes del ambiente

Cabe pensar que la transmisibilidad y la gravedad de la infeccién por RV/EV puede ver-
se modificada también en funcién de variaciones climatoldgicas, tales como la hume-
dad o la temperatura. Existen estudios que demuestran una mayor circulacién de los
RV/EV en las estaciones lluviosas de paises tropicales [136-137]. Sin embargo, otros
trabajos contradicen estos hallazgos, observando una mayor circulacidon de estos mi-
croorganismos en las estaciones secas [138-139]. En cambio, estudios realizados en
paises mediterraneos no han observado ninguna asociacidén entre variaciones meteo-
roldgicas e infecciones por RV/EV [140]; dichas asociaciones si se han descrito en el

mismo ambito geografico con el VRS [141] y el virus Influenza [142].

Tal y como deciamos, los RV/EV son virus con una circulacién global, con varios subti-
pos detectados al mismo tiempo en diferentes continentes al mismo tiempo [143]. Es
interesante sefialar que incluso esta circulacidn global se ha mantenido en situaciones
gue no fueron favorables para la transmisidn de otros virus, como es el caso de la pan-
demia por la COVID19. Todas las medidas no farmacoldgicas instauradas por los dife-
rentes gobiernos para intentar frenar la transmision del SARS-CoV2 resultaron en una
reduccion drastica de las infecciones respiratorias por VRS, adenovirus, o virus Influen-
za. Por el contrario, los RV/EV mantuvieron su estacionalidad habitual, en co-
circulacidn con el SARS-CoV2, a pesar de las medidas que comentabamos [144]. De
hecho, en un estudio realizado en nuestro centro durante el primer pico epidémico del

SARS-CoV2 (marzo-abril 2020) se observé que los RV/EV constituyeron la principal cau-
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sa de ITRI que precisé ingreso hospitalario [145], a pesar de que en aquel momento las
escuelas estaban cerradas en nuestro pais. Se han propuesto diferentes explicaciones
para justificar este comportamiento de los RV/EV durante la pandemia, como por
ejemplo su tropismo por las vias respiratorias superiores en comparacidon con otros
virus (VRS, virus Influenza), su periodo infectivo prolongado y su menor sensibilidad a

las soluciones hidroalcohdlicas [146].

Otro factor a tener en cuenta en este punto es el de la contaminacién ambiental. La
exposicién a contaminantes aéreos (tales como el diéxido sulfurico, ozono, diéxido de
nitrégeno u oxido nitrico) se ha asociado a exacerbaciones respiratorias en pacientes
asmaticos, tanto en adultos como en nifios [147]. Los cambios en las concentraciones
de estas particulas en el ambiente podrian estar relacionados con el nimero de ingre-
sos hospitalarios por infecciones respiratorias [148-149]. Sin embargo, existe informa-
cion escasa acerca del papel que pueden tener estos contaminantes en el escenario

especifico de la infeccion por RV/EV.

1.2.4 Factores dependientes de la interaccion de los RV/EV con otros microorganis-

mos: rol de la microbiota

En la actualidad, la comunidad cientifica estd otorgando un mayor reconocimiento a
los microorganismos que colonizan el cuerpo humano, en tanto que podrian constituir
un factor importante para determinar la gravedad de las infecciones respiratorias vira-
les [150]. La microbiota humana esta compuesta por una intrincada red de bacterias,
virus, hongos, bacteridéfagos, arqueas y eucariotas menores que colonizan las mucosas
de diferentes regiones del cuerpo humano, y desempea roles esenciales en las funcio-
nes de éste, incluida la digestién de los alimentos, la nutricidn, la regulacién del meta-

bolismo y de la defensa inmunitaria contra las infecciones, entre otras [151].

Empezando con la microbiota viral, comentar que la mayoria de estudios sobre esta
microbiota se basan en técnicas moleculares mediante PCR multiple en muestras de
vias respiratorias superiores [152]. Es importante destacar que las co-infecciones vira-
les de RV/EV con otros virus respiratorios (VRS, adenovirus, coranavirus, parainfluenza)
son frecuentes [152]. Sin embargo, la relacion entre co-infeccion viral y gravedad de la

enfermedad es objeto de controversia en la literatura. Algunos estudios reportan que
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la co-infeccidn viral esta asociada a un riesgo incrementado de ingreso prolongado en
UCIP y a necesidad prolongada de VM [153], mientras que otros no muestran diferen-
cias clinicamente significativas en cuanto a gravedad entre las mono-infecciones vs co-
infecciones [154]. No obstante, la mayor parte de la literatura publicada no se centra
en infecciones viricas concretas a la hora de analizar el papel de la co-infeccidn viral
como factor de gravedad, y éste podria ser diferente en funcién de la etiologia virica
[155]. En este sentido, la co-infeccidon viral de RV/EV mas estudiada en la literatura es
con el VRS, dado que son las dos principales etiologias de infecciones respiratorias en
la infancia, como ya se comentado [3]. Los RV/EV son uno de los virus mas frecuente-
mente detectados en muestras respiratorias donde se aisla el VRS [156]. La co-
infeccion de estos microorganismos parece incrementar la sensibilizacién alérgica res-
pecto a la mono-infeccidon, resultando en mayor riesgo de sibilancias recurrentes y

asma [156-157].

Sin embargo, la co-infeccién de RV/EV con otros virus respiratorios puede también
tener un papel protector. Este concepto se conoce como interferencia viral. Por ejem-
plo, en el caso del virus Influenza, la co-infeccién con RV/EV es menos frecuente de lo
esperado [91], en contraste con lo reportado por algunos estudios basados en mode-
los matematicos, donde la co-infeccion RV/EV-virus Influenza estaria asociada a una
mayor gravedad de la enfermedad [158]. Otro ejemplo seria la co-infeccidn con el virus
SARS-CoV2; en este escenario, un estudio demostré mediante un modelo matematico
que la infeccion por RV/EV produciria una resistencia temporal a la infeccion por este
microorganismo mediante la estimulacidn de la inmunidad innata en el tracto respira-

torio superior [159].

Continuaremos con la microbiota bacteriana, puesto que resultan las comunidades
microbianas mas estudiadas, en tanto que se ha sugerido que en nuestro organismo
existe un numero de células bacterianas parecido o incluso mayor al de células huma-
nas [160], presentando una elevada diversidad genética, por lo que se han llegado a

considerar el segundo genoma humano [161].

Inicialmente, el estudio del microbioma bacteriano humano se centré en la investiga-

cion de las bacterias que habitan la mucosa intestinal [162]. Sin embargo, en los ulti-
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mos afios estos estudios se han generalizado a otras regiones del cuerpo humano, des-
cribiéndose comunidades bacterianas especificas en la piel [163], vagina [164] y tracto

respiratorio [165], entre otras.

Dentro del aparato respiratorio, la regién mas estudiada es la nasofaringe, tanto por su
accesibilidad como por su posicidén estratégica entre el tracto respiratorio superior e
inferior, constituyendo la puerta de entrada de bacterias patégenas y el habitat de
patobiontes, que son bacterias que tienen un comportamiento dual, capaces de pro-
ducir colonizacién asintomatica pero también capaces de invadir torrente sanguineo y
producir enfermedad potencialmente grave [166], como Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis, .

Desde el nacimiento, la composicidn de la microbiota respiratoria sufre cambios conti-
nuos hasta alcanzar una estructura estabilizada aproximadamente hacia los dos afios
de vida [167-168]. Existen multiples factores que se han relacionado con el desarrollo
de una microbiota protectora o de riesgo frente a infecciones respiratorias en el tracto
respiratorio superior en edades tempranas de la vida [169], tales como la alimentacion
mediante lactancia materna [170], el parto vaginal [171], la asistencia a guarderias
[172], las estrategias de vacunacién [173], o la exposicion a antibidticos [174]. Algunos
estudios han descrito perfiles de microbiota relacionados con salud respiratoria, carac-
terizados por predominio de especies de los géneros Corynebacterium, Dolosigranu-
lum y Moraxella, que ejercerian un efecto protector frente a la colonizacién por espe-
cies con potencial patogénico, como S.pneumoniae o H.influenzae [167]. En este senti-
do, se ha demostrado que pacientes pedidtricos con microbiotas nasofaringeas con
abundancia de géneros como Haemophilus, Streptococcus y Moraxella tienen mayor
riesgo de otitis media aguda [175].En cambio, microbiotas nasofaringeas con mayor
abundancia de géneros como Dolosigranulum, Corynebacterium, Propionibacterium o
Lactococcus se han relacionado con menor riesgo de esta infeccién [176].Sin embargo,
otros estudios han demostrado hallazgos contradictorios, relacionado la colonizacién
temprana de la nasofaringe por Moraxella a un aumento de las infecciones respirato-
rias en el primer afio de vida [177], o la asociacién de Dolosigranulum pigrum con la
coinfeccién por el virus de la gripe en adultos [178]. Es necesario por tanto profundizar

en estudios futuros en el conocimiento de las complejas relaciones de las bacterias
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gue conforman la microbiota nasofaringea entre ellas, con el patégeno y con el hués-
ped, en el desarrollo de las infecciones respiratorias. En este sentido un estudio reali-
zado por nuestro grupo analizé la microbiota nasofaringea bacteriana a nivel de espe-
cie, observando que perfiles de microbiota ricos en Moraxella linconii se asociaban con

salud respiratoria [179].

Centrémonos ahora en el escenario especifico del papel que la microbiota nasofarin-
gea bacteriana puede tener en el desarrollo de infecciones respiratorias de causa viral.
Se ha postulado que estas comunidades bacterianas podrian prevenir al huésped de la
infeccion viral a través de un efecto barrera, manteniendo una respuesta inmune pro-
tectora o, por el contrario, predisponer a la infeccién al facilitar la invasién viral [179].
Asi mismo, la infeccién viral podria facilitar la colonizacidn y el crecimiento excesivo de
bacterias patégenas en el tracto respiratorio, mediante la modulacién de las respues-
tas inmunitarias y la susceptibilidad a la invasién bacteriana [180]. Se trata, por tanto,

de una relacién bidireccional.

Empezando por los estudios de microbiota nasofaringea bacteriana clasicos, centrados
en analizar las co-infecciones bacterianas con RV/EV mediante técnicas de cultivos, se
ha demostrado que la infeccion por RV/EV se asocia a un incremento de la deteccién
de bacterias con potencial patogénico en el tracto respiratorio (Streptococcus pneu-
moniae, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis), lo que comporta mayor ries-
go de infeccién del tracto respiratorio inferior (ITRI) severa [181]. La respuesta del
huésped a la infeccién por RV/EV podria promover la proliferacion bacteriana, resul-
tando en infecciones mas severas, independientemente de la especie de RV/EV, asi
como en estancias hospitalarias mas prolongadas [182]. En pacientes adultos se ha
descrito una mayor severidad de la infeccion por RV/EV en co-infeccién con bacterias
[183], asi como exacerbaciones en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva

cronica [184-186].

También se ha demostrado el papel que la microbiota nasofaringea puede tener en el
desarrollo de infecciones respiratorias del tracto inferior, facilitando o bien impidiendo
la replicacién y extensién de virus y bacterias potencialmente patdgenas, y viceversa.

En este sentido, se ha descrito que la infeccién por RV/EV en pacientes adultos con
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diagnéstico de enfermedad pulmonar obstructiva crdnica altera la microbiota nasofa-
ringea y podria precipitar infecciones bacterianas [187]. Sin embargo, existe poca evi-
dencia que aclare si existen cambios en la microbiota nasofaringea asociados con la
gravedad de la infeccidén por RV/EV en pacientes pediatricos. En cambio, si que se han
descrito cambios en la microbiota nasofaringea de pacientes pediatricos diagnostica-
dos de bronquiolitis por VRS. Estos estudios describieron que la deteccidon de
H.influenzae y el género Streptococcus en nasofaringe en nifios menores de dos afios
se asociaba a mayor gravedad de la infeccidn respiratoria viral y a ingreso en UCI [188].
Los perfiles de microbiota enriquecidos en H.influenzae y Streptococcus se han asocia-
do con una respuesta inflamatoria exagerada y una infeccién por VRS clinicamente
mas grave [189]. También se han descrito cambios similares en nifios con neumonia
adquirida en la comunidad [190]. Como vemos, la microbiota nasofaringea no parece
estar relacionada solamente con la susceptibilidad del huésped a la infeccién, sino

también con la modulacion de la gravedad de ésta.

Por todo lo comentado, es presumible que el analisis de la microbiota bacteriana naso-
faringea podria constituir un factor clave a la hora de analizar la heterogénea presen-

tacion clinica de la infeccion por RV/EV en poblacion pediatrica.
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1.3 Metodologia para el estudio del microbioma humano

1.3.1 Introduccion

Los avances tecnoldgicos han ido construyendo y moldeando nuestra perspectiva so-
bre los microorganismos a lo largo de los siglos. Los primeros estudios de microbiota
respiratoria humana se basaban en técnicas de microscopia y cultivo tradicional, cen-
trandose en el aislamiento e identificacion de bacterias del tracto respiratorio superior
con papel patégeno [191-192]. Posteriormente, el desarrollo de técnicas moleculares
permitié caracterizar las comunidades microbianas utilizando la informacién codificada
en el genoma de los microorganismos [193]. La aparicidon de la PCR permitid inicial-
mente identificar la presencia o ausencia de un microorganismo en una muestra [193];
mas adelante cuantificar su concentracion mediante técnicas de PCR cuantitativa
[194]; y en la actualidad detectar multiples microorganismos en una sola reaccion de

PCR gracias a la técnica de PCR multiple [195].

En la actualidad, las técnicas de secuenciacién masiva (NGS, del inglés Next Generation
Sequencing), aparecidas en la década del 2000, han permitido caracterizar con gran
precision las comunidades microbianas humanas [196]. Existen bdsicamente dos técni-
cas pertenecientes a este grupo que describiremos brevemente a continuacion: la se-

cuenciacién de amplicones, y la metagendmica shotgun.

La secuenciacién de amplicones constituye en la actualidad el método mdas empleado
para el analisis del microbioma humano. Consiste en extraer el ADN gendmico direc-
tamente de la muestra clinica, amplificando una regién gendmica conservada en el
genoma de los microorganismos (en el caso de los procariotas, el gen 16S rRNA del que
hablaremos mas tarde) y la posterior secuenciacién de los amplicones generados. A su
vez, estas regiones génicas conservadas poseen regiones hipervariables que permiten
la identificacion taxondmica, la elaboracidn de perfiles filogenéticos de las comunida-
des microbianas estudiadas, y la descripcidén de la funcionalidad de los microorganis-
mos estudiados comparando las secuencias con genomas de referencia [196]. Sin em-
bargo, esta técnica también presenta limitaciones, especialmente a la hora de distin-

guir especies filogenéticamente cercanas [197].
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La metagendmica shotgun o clinical metagenomics, en cambio, secuencia todo el ADN
gendmico de toda clase de microorganismos presentes en una muestra [198]. Estos
analisis permiten trazar el perfil taxondmico de la comunidad microbiana a estudio con
resolucidn a nivel de especie. Sin embargo, es una técnica mds compleja que la se-
cuenciacién de amplicones, con dificultad para el analisis bioinformatico de los datos

extraidos, y con mayor coste econdmico [198].

Este trabajo de tesis se centra en el estudio de las comunidades bacterianas que habi-
tan la nasofaringe humana desde el punto de vista de su composicidon taxonémica a
partir de la secuenciacion del gen 16S rRNA, por lo que nos centraremos en él a conti-

nuacion.

1.3.2 El gen ribosomal 16S rRNA

El ARN ribosomal bacteriano constituye un marcador de la evolucién de las bacterias
[199], por lo que su andlisis se utiliza para establecer relaciones filogenéticas entra las

diferentes especies [200].

Estas moléculas se encuentran, como su propio nombre indica, en los ribosomas de las
células bacterianas, que son organulos citoplasmaticos encargados de la sintesis de
proteinas. Los ribosomas bacterianos estdn formados por dos subunidades: la 30S y la
50S. La subunidad 30S estd conformada por 21 proteinas diferentes y la molécula de
ARN ribosomal 16S. Este gen tiene una longitud de unos 1542 pares de bases, y alterna
en su estructura regiones conservadas y nueve regiones hipervariables (V1-V9) [201].
Estas ultimas presentan variaciones en las secuencias de nucleétidos que son reflejo
de los diferentes cambios evolutivos de las bacterias. De esta forma, el disefio de ce-
badores de PCR dirigidos a zonas conservadas del gen 16SrRNA permite amplificar to-
do el gen de la mayoria de las bacterias presentes en una muestra, a la vez que los
cambios en las regiones hipervariables permiten la identificacién taxondmica, la com-
paracion y el establecimiento de filogenias [202]. El par de cebadores S-D-Bact-0341-b-
S-17 y S-D-Bact-0785-a-A-21que amplifican la regidon V3-V4 del gen 16SrRNA de apro-

ximadamente 464 pb ha mostrado ser el que ofrece los mejores resultados a la hora de
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detectar los diferentes espectros de filos bacterianos [203], dado que la especificidad

de los cebadores no es universal [204].

Como se ha comentado con anterioridad, el gen 16S rRNA constituye la diana de las
técnicas de secuenciacidn masiva mediante secuenciacién de amplicones. Se utilizan
diferentes plataformas comerciales para llevar esto a cabo, siendo capaces de generar
gran cantidad de secuencias por muestra, lo que permite describir la diversidad taxo-
ndmica de la microbiota humana [205]. Algunas de estas plataformas, revolucionarias
en su momento, han quedado ya obsoletas victimas de los avances tecnoldgicos, como
son GS20 (454 LifeSciences/Roche),Genome Analyzer (Solexa), o SOLiD (Applied Byo-
sistems) [205]. En la actualidad, las plataformas de secuenciacion de miSeq/HiSeq
(llumina) constituyen la tecnologia lider en el mercado, ya que generan mas del 90%
de los datos de secuenciacidon a nivel mundial [206]. Mas recientemente, tecnologias
de secuenciacion de tercera generacion como Oxford Nanopore Technologies (MinlON-
Nanopore) se postulan como potentes herramientas de futuro [207]. La descripcion
detallada de la metodologia utilizada por cada una de estas plataformas excede, sin

embargo, los objetivos de la introduccién de esta tesis.

Una vez estas plataformas han generado los datos de secuenciacion del gen 16SrRNA
se deben procesar mediante andlisis bioinformatico. Existen una serie de pipelines
(programa o secuencia de comandos) bioinformaticos que se utilizan para analizar los
datos de secuenciacion de amplicones. Algunos de los mas utilizados son QIIME-
UCLUST [208], MOTHUR [209], USERACH-UPARSE [210], DADA2 [211], QIIME2-Deblur
[212] o USEARCH-UNOISE3 [213]. En general estos softwares constan de una serie de

pasos comunes que describiremos brevemente a continuacion:

1. Preprocesamiento de las secuencias: Etapa destinada a depurar las lecturas crudas

para obtener secuencias de buena calidad [214]. En este punto es importante tener en
cuenta la posibilidad de la contaminacién de las muestras con ADN bacteriano exo-
geno. Este problema es especialmente importante en muestras de baja biomasa, como
son las muestras respiratorias, en tanto que la contaminacién puede dominar la sefial
bioldgica y generarse resultados sesgados que pueden confundir las conclusiones de

un estudio [215]. Existen diferentes métodos para mitigar el impacto de la contamina-
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cion, entre ellos la introduccion de controles negativos [216], eliminando en el andlisis
bioinformatico aquellos taxones que sean mas abundantes en los controles negativos,
asi como aquellos que previamente se han descrito como contaminantes (plataforma
DecontaM) [217]. Por lo tanto, es importante reportar en los trabajos de microbiota
los taxones hallados en controles negativos de cara a una interpretacién critica de los

resultados.

2. Obtencion de la tabla de abundancia de taxones: Una vez tenemos las secuencias

depuradas éstas se agrupan en unidades taxondmicas operativas (OTUs, del inglés
Opertational Taxonomic Units). Las OTUs son grupos de secuencias con elevada simili-
tud [218], consiguiendo una resolucién taxondmica practicamente a nivel de especie

bacteriana [218].

Recientemente se han desarrollado métodos que permiten mejorar la resolucién taxo-
ndémica, en tanto que provocan una reduccién del ruido de secuenciacion (algoritmos
denoising) [219]. Estos métodos identifican las variantes de secuencia de amplicones
verdaderas (ASVs, del inglés Amplicon Sequence Variants), que agrupan secuencias
Unicas e idénticas para los andlisis de diversidad de los que hablaremos mas adelante,

con variaciones incluso a nivel de un solo nucleétido, a diferencia de las OTUs [220].

A la hora de escoger entre OTUs vs ASVs existen una serie de ventajas e inconvenien-
tes asociados a cada tipo de andlisis. Las ASVs, por un lado, parecen tener mayor reso-
lucién taxondmica, ya que agrupan secuencias exactas que se corresponden con una
Unica bacteria, mientras que las OTUs agrupan secuencias similares que podrian incluir
diferentes grupos taxondmicos [218]. No sélo eso, sino que las ASVs también podrian
mejorar la reproducibilidad y comparabilidad entre estudios que utilizan el mismo
marcador [221]. Como inconveniente, las ASVs tienden a sobreestimar la diversidad

[222].

Independientemente del uso de uno u otro método, el ultimo paso de esta etapa es
generar una tabla de abundancia donde constan el nimero de secuencias detectadas
de cada taxon (OTU/ASV) por muestra, para general asi un perfil de microbiota para

cada muestra.
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3. Anotacién taxondmica y base de datos: Las secuencias consenso se comparan en

esta fase contra una base de datos de referencia y son anotadas en funcién de Ila se-
cuencia mas cercana identificada en la base de referencia. La eleccidn de la base de
datos tiene un gran impacto en los resultados en funcién de la amplitud y diversidad
de secuencias anotadas disponibles [223]. Algunas de las mas utilizadas son Greenge-

nes [224], SILVA [225] y RDP [226].

Finalmente, hablaremos brevemente sobre los analisis de diversidad y abundancia
diferencial. Estos analisis son importantes desde un punto de vista clinico, en tanto
gue cambios en la composicién bacteriana del nicho respiratorio respecto al individuo
sano se han asociado con el desarrollo, gravedad y prondstico de diferentes enferme-
dades [227]. Existen tres tipos de analisis de diversidad: alfa, beta y gamma [228],
aungue nos centraremos en las dos primeras dado que son actualmente los pilares

para caracterizar la diversidad de la microbiota bacteriana intra e inter-muestras.

1. Andlisis de diversidad alfa: describen la estructura ecolégica de una comunidad en

funcién de su riqueza (numero de grupos taxondmicos diferentes) y homogeneidad
(distribucion de dichos grupos) [228]. Para estimar esto existen diferentes indices: in-
dice Chao1l [229], que mide la riqueza, y los indices de Shannon [230] y Simpson [231],

gue miden riqueza y homogeneidad.

2. Andlisis de diversidad beta: calculan las diferencias en la composicion bacteriana

entre muestras a través del uso de matrices de disimilitud o distancia, como por ejem-
plo el indice de Jaccard [232], que tiene en cuenta la presencia o ausencia de taxones;
la disimilitud de Bray-Curtis [233], que considera ademas la abundancia de taxones; o
Weighted Unifrac [234] que calcula las distancias usando informacién de la presen-
cia/ausencia de taxones, su abundancia y las relaciones filogenéticas entre ellos. Con el
objetivo de evaluar si existen diferencias en la composicidn bacteriana entre grupos de
muestras se aplican andlisis multivariados como PERMANOVA [235], ANOSIM [236] o
test de Mantel [237]. Ademads, pueden usarse métodos para identificar bacterias espe-

cificas conabundancia significativamente diferente entre dos grupos de muestras, co-
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mo ANCOM-BC [238], entre otras. La descripcion detallada de la metodologia utilizada

por cada uno de estos tests excede los objetivos de la presente introduccién.
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2. HIPOTESIS

Como se ha comentado a lo largo de la Introduccién, las manifestaciones clinicas pro-
ducidas por los RV/EV son multiples y heterogéneas, pudiendo causar desde infeccio-
nes asintomaticas hasta infecciones graves con compromiso vital. Se han descrito los
multiples factores moduladores de la gravedad de esta infeccidon que han sido recono-
cidos en la literatura, sin que ninguno de ellos sea suficiente per se para explicar la

variabilidad clinica de estos microorganismos.

De todos los factores comentados, existe escasa informacion en la literatura acerca del
papel de la microbiota nasofaringea viral y bacteriana en la modulacién de la gravedad
de la infeccion por RV/EV. Por ello, los estudios incluidos en esta tesis pretenden res-
ponder a estas cuestiones, utilizando técnicas moleculares especificas para el diagnds-
tico y caracterizacion de las comunidades virales, asi como técnicas de secuenciacién
masiva basadas en la secuenciacién del gen 16S5rRNA para el estudio de la microbiota

nasofaringea bacteriana.
Por todo ello, las hipdtesis de trabajo son las siguientes:

e La co-infeccidn viral puede ser un factor modificador de la gravedad de la ITRI

por RV/EV en nifios menores de 5 afios.

e Los nifios menores de 5 afios con ITRI grave por RV/EV presentan una microbio-
ta bacteriana nasofaringea distinta a la de nifios con infeccidn respiratoria ba-

nal y niflos sanos.

e Determinadas composiciones de microbiota bacteriana nasofaringea se asocian
con salud respiratoria y podrian tener un papel potencial para la proteccién

frente a las infecciones por RV/EV.

e La composicidn de la microbiota nasofaringea bacteriana en el escenario de la
infeccion por RV/EV varia de acuerdo con la gravedad de los sintomas, de tal
forma que los nifios con infeccién respiratoria banal tienen un perfil de micro-

biota mas parecido al de nifios sanos que al de los nifios con ITRI grave.
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3. OBJETIVOS

Esta tesis profundiza en el conocimiento sobre la infeccion por Rino/Enterovirus
(RV/EV) en poblacién pediatrica, con especial atencion al papel modulador de la gra-
vedad de la enfermedad por estos microorganismos que pueden tener la microbiota

nasofaringea viral y bacteriana.

Con todo ello, se marcaron concretamente los siguientes objetivos:

Objetivo 1. Describir el impacto clinico de la co-infeccidn viral en pacientes con Infec-
cién del Tracto Respiratorio inferior (ITRI) grave por Rino/Enterovirus (RV/EV) que pre-

cisan ingreso en una UCIP.

Objetivo 2. Describir y comparar la microbiota bacteriana nasofaringea de nifilos con
Infeccién del Tracto Respiratorio inferior (ITRI) grave por Rino/Enterovirus (RV/EV),

niflos con infeccién respiratoria banal por estos microorganismos y niflos sanos.

Objetivo 2.1. Identificar perfiles de microbiota bacteriana nasofaringea relacio-

nados con salud respiratoria.

Objetivo 2.2. Evaluar la relacidn de la microbiota bacteriana nasofaringea con
la gravedad de la infeccidn respiratoria, comparando los resultados de tres cohortes
con distintos estados de salud respiratoria: nifios menores de 5 afos con Infeccidn del
Tracto Respiratorio inferior (ITRI) por Rino/Enterovirus (RV/EV) grave, nifios con infec-

cion respiratoria banal por estos microorganismos, y nifios sanos sin deteccién viral.
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4. MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

Los resultados de los estudios realizados se han publicado en dos articulos que se pre-
sentan a continuacion. El doctorando es primer autor en ambos trabajos. Estos articu-
los se han publicado en revistas situadas en el primer cuartil de factor de impacto de

sus areas de conocimiento.

Primer articulo

Penela-Sanchez D, Gonzalez-de-Audicana J, Armero G, Henares D, Esteva C, de-Sevilla
MF, Ricart S, Jordan |, Brotons P, Cabrerizo M, Mufioz-Almagro C, Launes C. Lower
Respiratory Tract Infection and Genus Enterovirus in Children Requiring Intensive Care:
Clinical Manifestations and Impact of Viral Co-Infections. Viruses. 2021 Oct

14;13(10):2059. doi: 10.3390/v13102059.

SIR Scimago Journal Rank © 2021. Area de conocimiento: Enfermedades infecciosas.
Cuartil: Q1. SIR impact factor 1.463.
Journal Citation Report (JCR) 2021. Area de conocimiento: Virologia. Cuartil: Q2 (Virol-

ogy, 14 de 37). Impact factor: 5.818.

Segundo articulo

Penela-Sanchez D, Rocafort M, Henares D, Jordan |, Brotons P, Cabrerizo M, Launes C,
Munoz-Almagro C. Impact of the bacterial nasopharyngeal microbiota on the severity
of genus enterovirus lower respiratory tract infection in children: A case-control study.

Pediatr Pulmonol. 2023 Mar;1-10. doi: 10.1002/ppul.26393.

SIR Scimago Journal Rank ® 2021. Area de conocimiento: Pediatria, Perinatologia y
Salud Infantil. Cuartil: Q1. SJR 0.927.
Journal Citation Report (JCR) 2021. Area de conocimiento: Pediatria, Perinatologia y

Salud Infantil. Cuartil: Q1 (Pediatrics, 21 de 130). Impact factor: 4.090.
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PRIMER ARTICULO

Lower Respiratory Tract Infection and Genus Enterovirus in Children Requiring Inten-

sive Care: Clinical Manifestations and Impact of Viral Co-Infections

"Infeccion del tracto respiratorio inferior y Género Enterovirus en nifios que requieren

cuidados intensivos: manifestaciones clinicas e impacto de las co-infecciones virales"

Viruses. 2021 Oct 14;13(10):2059. doi: 10.3390/v13102059.

Penela-Sanchez D, Gonzédlez-de-Audicana J, Armero G, Henares D, Esteva C, de-Sevilla

MF, Ricart S, Jordan |, Brotons P, Cabrerizo M, Mufioz-Almagro C, Launes C.
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Resumen Primer Articulo

Estudio observacional prospectivo en el que se incluyeron los nifios menores de 5 afios
diagnosticados de ITRI por RV/EV que precisaron ingreso en la UCIP del Hospital Sant
Joan de Déu, con consentimiento para participar en el estudio, entre enero de 2018 y

marzo de 2020.

El diagndstico de infeccidn por RV/EV se definid por la presencia de una ITRI (bronquio-
litis, broncoespasmo, neumonia) juntamente con la deteccion de RV/EV mediante un
panel de PCR multiple en aspirado nasofaringeo. Este panel era capaz ademas de de-
tectar 6 virus respiratorios mas. Asi mismo, se realizé una PCR especifica para diferen-
ciar entre las especies de RV/EV. Se recogieron una serie de variables clinicas, epide-
mioldgicas y microbioldgicas. Los pacientes con comorbilidades (prematuridad, cardio-
patia congénita, enfermedad pulmonar crénica) fueron excluidos. Las variables resul-
tado, obtenidas a partir de un analisis multivariable mediante regresion logistica, fue-
ron la necesidad de ventilacién mecdnica invasiva, y la estancia en UCIP superior a la

media de la muestra (5 dias).

Los principales resultados de este estudio se resumen a continuacion:

1. Durante el periodo de estudio fueron ingresados en la UCIP del centro 143 pa-
cientes menores de 5 afios con diagndstico de ITRI grave por RV/EV, de los cua-
les 68 presentaron comorbilidades y en 4 de ellos no se obtuvo el consenti-
miento informado. Por lo tanto, finalmente se incluyeron 71 pacientes, con una
edad mediana de 2,1 meses (rango intercuartilico (RIC) 1,2-9,3), y siendo el 56%
varones.

2. Los pacientes incluidos se distribuyeron en 3 subgrupos: monoinfeccién por
RV/EV (31/71, 44%), coinfeccion de RV/EV + VRS (22/71, 31%), y coinfeccidn de
RV/EV con multiples virus (18/71, 25%; en 8/18, 45%, se detecté también VRS).
Las 3 cohortes de pacientes no presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en cuanto a las diferentes variables clinicas, epidemiolégicas y micro-

bioldgicas recogidas en el estudio. Sin embargo, cabe destacar que los pacien-
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tes con monoinfeccién por RV/EV y los pacientes con coinfeccion por RV/EV +
VRS fueron mas pequeinos que los pacientes con coinfecciones multiples (p=
0,018). No fallecié ningun paciente.

En cuanto a las especies de RV/EV, se pudieron determinar en 60/71 (85%)
muestras. La mayoria (58/60, 96.6%) fueron RV, con tan solo dos EV-B detecta-
dos. De los RV, 28/58 (48%) fueron RV-A, 7/58 (12%) RV-B, y 23/58 (40%) RV-C.
No se detectd ningun EV-A, EV-C o EV-D. Todos los RV-B se detectaron en co-
infeccion con VRS. No se observaron otras diferencias clinicas ni epidemioldgi-
cas entre las diferentes especies.

En el estudio descriptivo se observé que precisaron VMI 17/71 pacientes (24%)
(9 de ellos pertenecientes al grupo de monoinfeccién por RV/EV, y 8 al grupo
de coinfeccién por VRS); sin embargo, ninguno de ellos pertenecié al grupo de
RV/EV + coinfecciones multiples. Los pacientes con coinfeccién por VRS preci-
saron este soporte respiratorio durante mas dias (8 dias de mediana (RIC 3-11),
vs 4 dias (RIC 2-7) en los monoinfectados por RV/EV, p=0,002) y presentaron
estancias en UCIP mas largas que los otros subgrupos (8 dias de mediana (RIC
4-12), vs 6 dias (RIC 3-9) y 3 dias (RIC 2-5) respectivamente, p=0,004).

Para diferenciar si estos resultados estaban sesgados por la presencia de VRS
mas que por el posible papel en coinfeccidon con RV/EV, se realizé un subanili-
sis en funcidn de la presencia o no de VRS (41/71, 58%, pacientes sin deteccion
de VRS vs 30/71, 42%, pacientes con deteccidén de VRS), sin encontrarse dife-
rencias estadisticamente significativas en las variables resultados entre los dos
subgrupos. De hecho, cuando VRS era detectado en conjunto con otras coin-
fecciones virales multiples (8/18, 45%), estos pacientes presentaron una estan-
cia en UCIP menor (8 dias de mediana (RIC 5-12) vs 3 dias (RIC 2-4), p<0,001),
en comparacién a cuando este microorganismo se encontraba en co-infeccién
aislada con RV/EV, y no precisaron VMI (0/8 vs 8/22, p=0,046).

Respecto a las variables resultados, en el analisis univariable se observé que los
pacientes con coinfeccion por multiples virus presentaron una estancia en UCIP
(>5 dias) menor que los otros subgrupos (p=0,003), y ninguno de ellos preciso

soporte con VMI. En el andlisis multivariable se objetivd que este subgrupo
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presentaba mayor probabilidad de estancia menor en UCIP (OR ajustada =0,19

(IC 95% 0,05-0,78)).
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Abstract: Infection by rhinovirus (RV) and enterovirus (EV) in children ranges from asymptomatic
infection to severe lower respiratory tract infection (LRTI). This cohort study evaluates the clinical
impact of RV/EV species, alone or in codetection with other viruses, in young children with severe
LRTL Seventy-one patients aged less than 5 years and admitted to the Paediatric Intensive Care Unit
(PICU) of a reference children’s hospital with RV or EV (RV/EV) LRTI were prospectively included
from 1/2018 to 3/2020. A commercial PCR assay for multiple respiratory pathogens was performed
in respiratory specimens. In 22/71, RV/EV + respiratory syncytial virus (RSV) was found, and 18/71
had RV/EV + multiple viral detections. Patients with single RV/EV detection required invasive
mechanical ventilation (IMV) as frequently as those with RSV codetection, whereas none of those
with multiple viral codetections required IMV. Species were determined in 60 samples, 58 being RV.
No EV-A, EV-C, or EV-D68 were detected. RV-B and EV-B were only found in patients with other
respiratory virus codetections. There were not any associations between RV/EV species and severity
outcomes. To conclude, RV/EV detection alone was observed in young children with severe disease,
while multiple viral codetections may result in reduced clinical severity. Differences in pathogenicity
between RV and EV species could not be drawn.

Keywords: rhinovirus; enterovirus; co-infection; intensive care units; child; lower respiratory tract
infection

1. Introduction

Rhinoviruses (RV) and enteroviruses (EV) are among the main causative aetiologies of
lower respiratory tract infection (LRTI) in children [1]. They are RNA viruses belonging to
the genus Enterovirus of the family Picornaviridae. More than 200 types of RV and EV that
can infect humans are currently classified in three species of RV (RV-A, B, and C) and four
of EV (EV-A to D). The clinical spectrum of RV/EV infection ranges from asymptomatic or
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mild symptomatic presentation to severe disease requiring respiratory support in intensive
care units [1].

On the other hand, viral multiple detections are commonly observed in paediatric
patients with LRTI, but there is no consensus on the relationship between viral coinfections
and disease severity [2]. Most of the published literature does not focus on specific viral
infections, and the role of coinfections in disease severity may be different depending on
the viral aetiology [3].

The aim of this study was to evaluate the clinical impact of viral coinfection in children
admitted to a paediatric intensive care unit (PICU) with LRTI and RV or EV (RV/EV)
detection. Enterovirus species were also reported and analysed.

2. Materials and Methods
2.1. Subjects

Data from children aged less than 5 years with LRTI and RV/EV infection, and requir-
ing admission to a PICU of a reference tertiary paediatric hospital (University Hospital
Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain) were prospectively collected. This medical centre
provides healthcare services to a paediatric population of ~300,000 and has a 24-bed PICU.
The study period spanned from 1/2018 to 3/2020.

RV /EV disease was defined as the presence of LRTI (bronchiolitis, bronchospasm /viral
wheezing, and/or pneumonia) [4] concurrent with RV/EV detection in nasopharyngeal
aspirate (NPA). Suspected bacterial pneumonia was defined as the presence of fever,
chest X-ray opacities, need for antibiotics, and analytical criteria (C-RP > 70 mg/L or
PCT > 1ng/mL). In our hospital, patients with respiratory failure are transferred to the
PICU if they require any of the following treatments: invasive (IMV) or noninvasive (NIV)
mechanical ventilation; high-flow oxygen therapy with FiO2 greater than or equal to 0.6;
or if they show haemodynamic instability.

Patients with comorbidities (prematurity, immunodeficiency, congenital heart disease,
and chronic lung disease—except for recurrent wheezing) were excluded. Patients were
divided into three groups: RV/EV detection, RV/EV + respiratory syncytial virus (RSV)
codetection with no other viral detection, and RV/EV + multiple viral codetection. Outcome
variables were the need for invasive mechanical ventilation (IMV) and PICU length-of-stay
(P-LOS) above the median of the overall sample (5 days).

2.2. Specimen Collection and Microbiological Diagnosis

NPA samples were collected from all patients with LRTI according to the normalised
protocol established at the study site within the first 24 h of PICU admission. For the
nasopharyngeal aspirate, a disposable catheter connected to a vacuum source was inserted
into one nostril until reaching the nasopharynx. The distance from the earlobe to the tip
of the patient’s nose was the length at which the catheter was inserted. Secretions were
recovered into a sterile container applying suction while the catheter was drawn back. The
procedure was repeated with the same catheter and container in the other nostril. Finally,
three millilitres of physiological serum were suctioned and 200 pL were processed using a
PCR for multiple respiratory pathogens (FilmArray-RP, BioFire Diagnostics, Salt Lake City,
UT, USA), and the remaining volume was stored at —80 °C. The FilmArray-RP is a fully
automated commercial test with included nucleic acid extraction and amplification for
qualitative detection of the following viruses: rhinovirus/enterovirus (RV/EV), respiratory
syncytial virus (RSV), parainfluenza virus, influenza virus, metapneumovirus, coronavirus,
and adenovirus [5]. Since the FilmArray detection assay does not distinguish between
RV and EV, an RT-nested PCR in the 5'-NC region, followed by sequencing and BLAST
analysis, were subsequently performed, which allowed differentiation of RV /EV species,
according to a previously published protocol [6].
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2.3. Statistical Analysis

Data comparisons of categorical variables were performed using Pearson chi-square
test or Fisher exact test. Continuous non-normal distributed variables were compared using
Mann-Whitney U-test and Kruskal-Wallis analysis. A p-value < 0.05 was considered statis-
tically significant. Two multivariable analyses were performed using logistic regression
models and including all the variables with a cut-off point of p < 0.1 and “PICU stay > p50”
or the “need of IMV” as the output variables. Statistical analysis was performed with SPSS
v22.0 software (IBM Corp, Armonk, NY, USA).

2.4. Ethical Considerations

The institutional ethics board approved the study and informed consent was obtained
from parents and/ or legal guardians (PIC 146-17).

3. Results

A total of 143 patients younger than 5 years were admitted to the PICU due to RV/EV
LRTI. A proportion of 68/143 had pre-existing conditions, mainly neurologic disabilities
(20%) and prematurity (7%). The informed consent could not be obtained from four.

Therefore, 71 patients were included. Median age was 2.1 months (IQR: 1.2-9.3)
and 40/71 were males. A total of 129 viral detections were made in these 71 children.
Monthly rates of specific viral detections over the total number of detections are shown in
Figure 1. In total, 57.3% of incidence of RV/EV detections occurred during the period from
November to February.
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Figure 1. Number and rate of specific viral detections over the total number of detections. HMPV: human metapneumovirus;

RSV: respiratory syncytial virus; RV/EV: rhinovirus/enterovirus.

RV/EV was the only virus detected in 31/71 (44%) patients. The most frequent
virus codetected with RV/EV was RSV (30/71, 42%), followed by adenovirus (10/71,
14%), parainfluenza virus (9/71, 13%) and metapneumovirus (7/71, 10%). The three
patient groups showed the following distribution of viruses: RV /EV alone (31/71, 44%),
RV/EV + RSV detection with no other virus codetection (22/71, 31%), and RV/EV +
multiple viral codetection (18/71, 25%). RSV was also detected in 8/18 (44%) patients
with multiple viral codetections. No differences were found between these three cohorts
in sex, race, breastfeeding status, or number of household contacts, but those patients
with RV/EV detection and those with RV/EV + RSV codetection were younger than
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children with multiple viral codetection (p = 0.018). Patients with multiple viral codetection
reported episodes of wheezing more often than the rest of children. Regarding other clinical
variables, 30/71 (42%) patients presented with fever at hospital admission. However,
children with multiple viral codetection had fever more frequently (12/18, 67%) than the
other groups (p = 0.036) and presented symptoms for a longer time before requiring PICU
admission (p = 0.003) (see Table 1).

Table 1. Demographic, clinical, and microbiological characteristics of children with RV/EV detection, RV/EV + RSV
codetection, and RV/EV + multiple viral codetection.

RV/EV + RSV RV/EV + Multiple
Variables ot ST Codetection Viral Codetection p-Value *
n="71 n=31
n=22 n=18
Sex (male), n (%) 40 (56%) 17 (55%) 16 (73%) 7 (39%) 0.097
Age (months), median (IQR) 2.1(1.2-9.3) 1.7 (0.7-8.1) 1.8 (1.0-2.7) 7.9 (2.2-22.7) 0.018
Race (Caucasian), 1 (%) 51 (78%) 20 (64%) 19 (86%) 12 (67%) 0.187
Breastfeeding, 1 (%) 57 (80%) 27 (87%) 17 (77%) 13 (72%) 0.412
Parental smoking, 1 (%) 23 (32%) 12 (39%) 7 (33%) 4 (21%) 0.492
Household contacts, (%) 4(4-4) 4(4-4) 4(3-5) 4(4-4) 0.926
Recurrent wheezing, n (%) 28 (40%) 11 (37%) 4 (18%) 13 (72%) 0.002
Fever, 11 (%) 30 (42%) 9 (29%) 9 (41%) 12 (67%) 0.036
Days with symptoms before PICU
admission, median (IQR) 335 2(1-4) 2&0) 266) 5003
Length of PICU stay (days), median (IQR) 5(39) 6(3-9) 8(4-12) 3(2-5) 0.004
Hospital stay (days), median (IQR) 11 (9-18) 12 (9-20) 13 (10-17) 9 (6-11) 0.028
Chest X-ray (total n = 60)
Normal, n (%) 17 (28%) 8(32%) 5 (29%) 4 (22%) 0572
Chest X-ray opacities 1 quadrant, n (%) 18 (30%) 10 (40%) 4 (23%) 5 (28%) §
Chest X-ray opacities > 1 quadrant, n (%) 24 (40%) 7 (28%) 8 (47%) 9 (50%)
NIVM, 1 (%) 67 (94%) 29 (93%) 21 (95%) 17 (94%) 0.957
MV, n (%) 17 (24%) 9 (29%) 8 (36%) 0 (0%) 0.019
Days of MV, median (IQR) 4(3-8) 4(2-7) 8 (3-11) 3 (1-4) 0.002
Total white blood cell count
(cells x 10°/L), median (IQR) 11.6 (8.2-16.4) 11.8 (8.2-17.1) 9.4 (6.8-13.4) 12.9 (9.0-19.3) 0.265
Neutrophils (cells x 10°/L), median (IQR) 5.2(2.7-8.3) 5.2(2.5-8.1) 4.4(1.9-8.5) 5.4 (3.8-8.0) 0.516
C-RP (mg/L), median (IQR) 33.9 (13.2-66.9) 37 (6.9-73) 30 (15-52) 34 (18-71) 0.962
PCT (ng/mL), median (IQR) 0.33 (0.14-1.67) 0.40 (0.12-1.08) 0.22 (0.19-2.78) 0.54 (0.13-2.13) 0.770
Stspecicd bacten:l(g/lr)leumoma criteria, 14 (23%) 5(20%) 3 (18%) 6 (33%) 0.480
RV/EV species:
-RV-A 28 12 (39%) 9 (41%) 7 (39%) 0.986
-RV-B 7 0 (0%) 7 (32%) 0 (0%) <0.001
-RV-C 23 14 (45%) 3 (14%) 6 (33%) 0.054
-EV-B 2 0 (0%) 1 (4%) 1 (6%) 0.442
-Unknown 11 5 (16%) 2 (9%) 4(22%) 0517

C-RP: C-reactive protein; IMV: invasive mechanical ventilation; IQR: interquartile range; MV: mechanical ventilation; NIVM: non-invasive
mechanical ventilation; NPA: nasopharyngeal aspirate; PCT: procalcitonin; PICU: Paediatric Intensive Care Unit; RSV: respiratory syncytial
virus; RV/EV: rhinovirus/enterovirus. * Comparisons between categorical variables were performed using Pearson chi-square test. Fisher
exact test was used if any expected count was < 5. Continuous variables were compared using Kruskal-Wallis analysis.

RV /EV species could be determined in 60/71 positive samples. Most of the viruses
detected were RV (58/60, 96.6%), these being 28/58 (48%) RV-A, 7/58 (12%) RV-B, and
23/58 (40%) RV-C. RV-B species were only detected in the RV + RSV group (p = 0.012)
(see Table 1). Only two EV-B were detected (one in RV/EV + RSV group and one in the
multiple viral codetection group). No EV-A, EV-C, or EV-D were found. Figure 2 shows
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the different viruses identified in each patient and Figure 3 the incidence of each RV/EV
species per month.
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Figure 2. Viral detections and EV/RV species in each patient. MPV: human metapneumovirus; RSV: respiratory syncytial
virus; RV /EV: rhinovirus/enterovirus.

A total of 17 out of 71 (24%) children needed IMV, but none of them had RV/EV +
multiple viral codetections (p = 0.019). Children with RV/EV + RSV codetection underwent
a longer duration of mechanical ventilation and had longer PICU and hospital stays than
the other groups (see Table 1). A specific analysis based on whether RSV was detected or
not is shown in Table 2. The eight patients with RSV and multiple viral codetections had
a significantly shorter PICU stay (median 8 days (IQR: 5-12) vs. 3 (2-4), p <0.001) and a
significantly lower rate of them underwent IMV (0/8 vs. 8/22, p = 0.046) in comparison to
those with RV/EV + RSV codetection. There were no deceased patients.
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Figure 3. Number of detections of each EV/RV species per month.

Table 2. Main demographic and clinical characteristics of children with RV/EV infection, according to RSV detection.

RV+ RV+ RV+RSVasthe NV +Rovin
Variables RSV- RSV+ p-Value *  Sole Codetection . p-Value *
Other Viruses
(n=41) (n =30) (n=22)
(n=8)

Age (months), median (IQR) 2.9(1.2-13.1) 1.6 (1.1-5-5) 0.625 1.9 (1.0-2.7) 8.7 (1.7-18.6) 0.090
Recurrent wheezing, n (%) 9 (22.5%) 6 (20%) 0.801 2 (9%) 4 (26%) 0.029
Fever, n (%) 16 (39%) 14 (47%) 0.520 9 (41%) 5 (62%) 0.417

Days with symptoms before PICU e ¥
admission, median (IQR) 2 (1-4) 3 (2-5) 0.006 3 (2-5) 6 (4-11) 0.008
Length of PICU stay (days), median (IQR) 5(2-8) 5(3-9) 0.512 7.5 (4.7-12.0) 3(22-37) <0.001
Hospital stay (days), median (IQR) 11.5 (8-18) 11 (9-15) 0.863 13 (10.0-17.2) 9.5 (6.7-10.7) 0.060
MV, 1 (%) 9 (22%) 8 (27%) 0.646 8 (36%) 0 (0%) 0.046
Days of MV, median (IQR) 4(2-6) 5(3-9) 0.267 8(3-11) 3(1-3) 0.002

* Comparisons between categorical variables were performed using Pearson chi-square test and Fisher exact test was used if any expected
count was < 5. Continuous variables were compared using the Mann-Whitney U-test.

Regarding clinical severity, no differences were found in RV/EV species or other
clinical/epidemiological variables, including age. A higher proportion of children with
RV/EV detection + multiple viral codetections had a shorter P-LOS (15/18, p = 0.003)
compared to the other groups (see Table 3). In the multivariable analysis, this specific
group was more likely to have a shorter P-LOS (adjusted odds ratio (aOR) = 0.19 (95%
CI: 0.05-0.78), p = 0.021). No patient with RV/EV + multiple viral codetections required
IMV during the study period (0/18, p = 0.004), and further multivariable analysis was not
considered as this was the only variable found to be associated with the outcome, with a
p-value < 0.1.
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Table 3. Outcome variables: PICU length of stay and need for invasive mechanical ventilation.
Univariate Analysis Multivariable Analysis * Univariate Analysis
. PICU Stay>5d  PICUStay < 5d . Adjusted IMV NIMV s
e (n=33) (n=38) r¥an OddsRatio  PValUe ¢ _1y) n = 54) e
Sex (male), n (%) 20 (61%) 20 (53%) 0.499 10 (56%) 30 (56%) 0.813
Age (months), 22 21 1.8 21
median (IQR) (1.2-5.6) (0.9-14.8) s (1.0-9.9) (1.2-103) .
Rec“m:‘(:/:)heez“‘& 10 (30%) 18 (47%) 0.170 6 (35%) 22 (41%) 0.649
Race:
Caucasian, 1 (%) 25 (76%) 26 (68%) s 13 (76%) 38 (70%) i
Others, 1 (%) 8 (24%) 8 (32%) - 4(24%) 16 (30%) -
Fever, n (%) 15 (45%) 15 (39%) 0.611 8 (47%) 22 (41%) 0.646
Chest X-ray at
hospital admission
(total n = 60)
Normal, 7 (%) 4(15%) 13 (38%) 1(8%) 16 (33%)
Chest X-ray opacities 0.110 0.183
1 quadeant, 1 (%) 11 (42%) 8 (23%) 4(33%) 15 (31%)
Chest X-ray opacities
> 1 quadrant 7 (%) 11 (42%) 13 (38%) 7 (58%) 17 (35%)
Viral detections:
RV/EV, n (%) 16 (48%) 15 (39%) 0.445 - - 9 (53%) 22 (41%) 0.376
0, 0y 0 1‘64 10y 0
RV/EV + RSV, n (%) 14 (42%) 8 (21%) 0.052 (054.5.02) 0.386 8 (47%) 14 (26%) 0.101
RV/EV + Multiple 0.19
viral codetection, 3(9%) 15 (40%) 0.003 (0.05-078) 0.021 0(0%) 18 (33%) 0.004
1 (%) .05-0.
RV/EV species
RV A, n (%) 14 (42%) 14 (37%) 0.631 6 (35%) 22 (41%) 0.689
RV B, n (%) 4(12%) 3 (8%) 0.697 1(6%) 6 (11%) 0
RV C, n (%) 8 (24%) 15 (39%) 0.171 5 (29%) 18 (33%) 0.763
EV B, n (%) 1(3%) 1(3%) 1 1(6%) 1(2%) 0.424
Unknown, 1 (%) 6 (18%) 5 (13%) 0.560 4(24%) 7 (13%) 0.441
Total white blood cell
10,500 12,000 9300 11,750
count (cells x 10°/L), ’ 0.296 ’ 0.316
median (IQR) (7425-15,825) (8600-17,350) (6600-15,400) (8925-17,000)
Neutrophils
4490 5450 4500 5200
(cells x 10° /L), 0.494 0.794
median (IOR) (2675-8375) (3850-7850) (1800-9000) (3800-7700)
C-RP (mg/L), 38 30 32 35
median (IQR) (21-64) 11-72) 0.302 (12-63) (13-66) 0.946
PCT (ng/mL), 0.35 0.20 0328 0.22 0.35 .
median (IQR) (0.19-1.49) (0.08-2.08) : (0.18-2.78) (0.12-1.34) :

C-RP: C-reactive protein; IQR: interquartile range; NPA: nasopharyngeal aspirate; PCT: procalcitonin; PICU: Paediatric Intensive Care
Unit. * Logistic regression model using the “enter” method. All the variables with a univariate p-value < 0.1 were introduced in the model.
Hosmer-Lemeshow p-value = 1. ** Comparisons between categorical variables were performed using Pearson chi-square test and Fisher
exact test was used if any expected count was < 5. Continuous variables were compared using the Mann-Whitney U-test.

4. Discussion

The role of viral coinfection in LRTI severity is controversial, with some studies
reporting that viral coinfection is associated with an increased risk of PICU stay and a
longer need for IMV [7], and others showing no differences in clinical outcomes on co-
infected patients [8,9]. Most of the literature about viral respiratory coinfection is focused
on the role of RSV infection. This report describes different clinical patterns depending on
the viral codetections in the specific context of RV/EV detection in a PICU setting.

Most of the patients in whom multiple viruses were detected have had previous
episodes of LRTI. Children with multiple LRTT have higher rates of codetection of pathogenic
respiratory viruses with higher viral diversity and richness than children with single
LRTI [10]. In this study, children with RV/EV + multiple viral codetections were reported
to have a shorter PICU stay and lower need for IMV. Interestingly, patients with RV/EV
+ multiple viral codetections in whom RSV was also detected showed a different clinical
pattern in comparison to those with the specific RV/EV + RSV codetection, having a sig-
nificantly shorter PICU stay and lower need for IMV too. The immunological, metabolic,
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and epigenetic processes that mediate trained immunity are still widely unknown [11],
but this decreased severity could be reflective of a better trained immune system in older
children with previous episodes of LRTI. Despite older age and having previous episodes
of wheezing not protecting children from severe outcomes in this study, detection of these
multiple other viruses could correspond to traces of degrading genomes from previous
events. Yet the evidence that successive viral infections are milder in children with repeated
episodes of LRTI is unclear [12]. Some authors reported that RSV could cause pneumonia
more often when it was associated with other viruses [13,14]. In our review, the results of
this study are not in contrast with those of previous studies observing a predominance of
RSV and RV/EV coinfections, since we found that patients with RV/EV + RSV underwent
a longer duration of mechanical ventilation and had longer PICU and hospital stays. There
are some other theories to explain these differences in clinical severity. On one hand, they
could be related to the fact that different patterns of viral infection (single infection vs.
coinfection with a highly pathogenic virus or coinfection with multiple viruses) may lead
to different changes in respiratory microbial communities and different grades of airway
inflammation induced by bacterial pathogens or viral interactions [10]. Regarding RV, RV
has been positively associated with S. pneumoniae and H. influenzae colonisation in healthy
infants, and RSV with H. influenzae [15,16]. In a prospective longitudinal cohort study of the
first year of life, RV was associated with higher bacterial density and lower diversity, but
these changes occurred only during symptomatic RV infections [17]. Specific associations
of RV with nasal microbiotas dominated by Moraxella species had been associated with
greater epithelial damage and inflammatory cytokine expression in asthmatic children [18].
With regard to RSV, some studies suggest that changes induced by RSV in nasopharyngeal
bacterial microbiome could cause a more severe LRTI, modulating the host immune re-
sponse [19]. Most of these studies have been made using qualitative PCR-based detections
and analysing upper respiratory tract microbiota. Nonetheless, the effect of the respiratory
tract virome and its potential effect on microbial niches in health or disease is not well
known, and further research is needed to determine associations with distinct microbiome
communities and infections by these pathogens. On the other hand, synergic pathways in
the innate immunity produced by RSV and RV infection, and an enhanced production of
RV receptor (ICAM-1) have also been proposed [20,21].

Since RV/EV can be detected in asymptomatic children [22], the clinical significance
of this detection may sometimes be unclear. Pathogen-positive children are increasingly
symptomatic with decreasing age [23], and RV/EV was the unique detection in very
young infants with severe LRTI in our series. A similar rate of patients who underwent
IMV was observed among children with RV/EV without coinfections and those with
RSV coinfection, the virulence of which is beyond doubt [24]. Moreover, some authors
have described that infants with RSV and RV /EV coinfection had longer hospital stays
in comparison to those with RSV as the unique viral infection [25]. In addition, recent
data clearly show that viral aetiology of LRTI could be a factor that determines short- and
long-term outcomes [26]. In this way, RV infection in young children is associated with
atopic predisposition and high risk of asthma, while RSV infection seems not to be related
with asthma or atopy development [27]. All these results reinforce the role of RV/EV in
LRTTIin a clinical scenario of a very young infant in whom this virus is found. RV viral load
in the upper respiratory tract has been analysed as a potential biomarker to distinguish
between symptomatic patients with respiratory viral infection and asymptomatic carriers
of the virus, with heterogenous results [28].

Regarding the RV and EV species that were identified in our study, almost all were
RV. EV-D68 was not found in any patient, despite being detected in a previous series
published by our group [29]. Proportions of RV species in children with LRTI were like
those previously described elsewhere [30], with an RV-A and C predominance. RV species
have different patterns of circulation. Infections occur all year round, but two peaks of
infection are classically reported in northern hemisphere countries, the first between April
and May, and the second between September and October [28,31]. RV-C could demonstrate
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a different trend, with a peak of infection during winter months [32]. In our study, RV-C
was detected almost the whole year, similarly to others’ results [33]. On the other hand,
EV-D68, an EV type most frequently associated to respiratory diseases, has been described
to be more pathogenic than most RV species [34], in addition to causing acute flaccid
paralysis. The fact that no EV-D68 species was detected could be due to the epidemiologic
circulation pattern of this EV type, which alternates years of high incidence with years
of low circulation [35]. EV-B was only found in two patients, but this species had been
rarely observed in LRTI [29,30,36]. Furthermore, EV-B was detected in patients with other
viral multiple coinfections, so its pathogenic implication is not clear, and may result in
asymptomatic infection. This emphasises the need to improve diagnostic testing strategies
for respiratory viruses to successfully distinguish between RV and EV, viruses that belong
to the same genus but with different biological and clinical characteristics. Finally, evidence
that members of RV-C species might be more virulent [36,37] continues to be controversial.
No differences in outcome variables between RV species were found in this study, similarly
to others’ results showing similar rates of ICU admission, need for IMV, and length of
hospital stay between RV species [38], and no associations between a given RV species and
the type of infection (upper respiratory tract, LRTI, or protracted infection) [39].

The main limitations of this study are its observational design and the conduct of the
study in a single setting, so its results and conclusions could have limited external general-
isability. Second, the small sample size of the groups does not allow the establishment of
firm conclusions about the absence of differences between them. Finally, although upper
respiratory microbiological screening with qualitative PCR detection may not be conclu-
sive, these specimens (NPA or nasal/throat swabs) are the most widely used in paediatric
clinical settings [14]. Obtaining sputum or bronchoalveolar lavage is hardly applicable.
Nonetheless, literature comparing viral detections in NPA and bronchoalveolar lavage
shows a high correlation between them in immunocompetent children [40]. Quantitative
microbiological detection is uncommonly reported in clinical daily practice due to severe
limitations in interpreting the results [41].

To conclude, the presence of RV/EV with other respiratory virus codetection appears
not to be decisive to cause severe LRTI in young children. RV /EV monoinfection and RSV
coinfection had similar rates of infants undergoing IMV, whereas multiple viral coinfection
was associated with less clinical severity. Differences in pathogenicity between RV and EV
species could not be drawn from this study, despite the fact that RV-B and EV-B were only
found to be associated with other respiratory viral infections.
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Resumen Segundo Articulo

Estudio caso-control realizado en el hospital Sant Joan de Déu de Barcelona entre los
anos 2017 y 2020. Se incluyeron nifios menores de 5 afios con consentimiento para

participar en el estudio. Se definieron 3 grupos :

1. Grupo A (grupo control): niflos sanos sin deteccidén de virus respiratorios me-
diante PCR multiple en el aspirado nasofaringeo, reclutados en visitas de se-
guimiento en el centro del estudio.

2. Grupo B (grupo control): nifios asintomaticos o con sintomas de infeccion res-
piratoria del tracto superior que no precisaron ingreso, visitados en el servicio
de Urgencias del centro de estudio, con deteccién de RV/EV en el aspirado na-
sofaringeo.

3. Grupo C (grupo caso): nifios con infeccidn respiratoria del tracto inferior (bron-
quiolitis, broncoespasmo y/o neumonia) que precisaron ingreso en la UCIP del

centro del estudio, con deteccién de RV/EV en el aspirado nasofaringeo.

Los casos y controles fueron pareados por rango de edad y sexo con los controles. Se
excluyeron pacientes con comorbilidades (prematuridad, inmunodeficiencia, cardiopa-
tia congénitas, enfermedad pulmonar crdnica), asi como los pacientes con exposicién a
antibidticos durante mas de 24 horas previo a la recogida de muestras respiratorias. Se

recogieron una serie de variables epidemiolégicas y microbioldgicas.

Las muestras de aspirado nasofaringeo de cada uno de los participantes fueron proce-
sadas para caracterizacidon de la microbiota bacteriana nasofaringea mediante técnicas

de secuenciacién masiva basadas en la tecnologia del gen 16S rRNA.
Los principales resultados del estudio se resumen a continuacion:

1. Se incluyeron un total de 104 pacientes: 17 (16%) del grupo A, 34 (33%) del
grupo By 53 (51%) del grupo C. El grupo C presentd mayor proporcién de par-
tos por cesarea (p = 0,027), mayor deteccion de VRS (p< 0,001), mayor porcen-

taje de sujetos reclutados durante la temporada invernal (p = 0,043), y menor
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porcentaje de sujetos con al menos 1 dosis de vacunas obligatorias (p< 0.001).
Para el resto de las variables epidemioldgicas, demograficas y microbiolégicas
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Los andlisis de diversidad alfa mostraron que la microbiota nasofaringea bacte-
riana de los sujetos incluidos en el grupo C era menos rica (Observed - p = 0,009
and Chaol - p = 0,009) y diversa (Shannon - p = 0,036) que la que presentaban
los sujetos incluidos en el grupo A. Asi mismo, y aunque sin conseguir la signifi-
cacién estadistica, los sujetos del grupo C también presentaron una microbiota
nasofaringea bacteriana menos rica (Observed - p = 0,057, Chaol — p = 0,088) y
diversa (Shannon — p = 0,070) que los del grupo B.

Los analisis de diversidad beta mostraron diferencias en la composicién de la
microbiota nasofaringea bacteriana en funcién de la gravedad de la infeccién
por RV/EV (ANOVA R2=6,8% / p = 0,0009), con un gradiente de abundancia del
género Haemophilus incrementado desde el grupo A al grupo C.

Los andlisis de abundancia media diferencial (% +/- desviacidon estandar) mos-
traron que la microbiota nasofaringea bacteriana del grupo A se caracterizaba
por una dominancia del género Moraxella (35,0 +/- 34,8), seguido de Strepto-
coccus (18,1 +/-24,1), Dolosigranulum (17,6 +/- 28,7) y Haemophilus (15,3 +/-
28,2). El grupo B estaba dominado por Haemophilus (33,6 +/- 37,8), Moraxella
(31,6 +/- 35,0) y Streptococcus (19.5 +/- 27.1), seguido de lejos por Staphyloco-
ccus (5.8 +/- 23.1) y otros. Finalmente, el grupo C mostré una dominancia aun
mayor de Haemophilus (50,9 +/- 38,8), Moraxella (24,0 +/- 30,4) y Streptococ-
cus (14,5 +/- 27,1).

Se realizd un test de abundancia diferencial para comparar los perfiles de mi-
crobiota nasofaringea bacteriana entre los 3 grupos, que mostré que el género
Dolosigranulum fue mas abundante en los sujetos del grupo A, mientras que el
género Haemophilus fue el predominante en los sujetos del grupo C.

Se identificaron correlaciones bacterianas negativas entre los géneros Mo-
raxella y Streptococcus vs Haemophilus, y correlaciones bacterianas positivas
entre los géneros Corynebacterium y Dolosigranulum, asi como con otras bac-

terias de la cavidad oral.
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7. Se realizé un analisis especifico para identificar cambios en la riqueza, diversi-
dad y composicién de géneros de la microbiota nasofaringea bacteriana rela-
cionados con los posibles factores de confusion distribuidos de forma desigual
entre los grupos de estudio (co-infeccién por VRS, tipo de parto, estacionalidad
y haber recibido al menos 1 dosis de vacunas obligatorias). Los nifios infectados
por VRS no mostraron diferencias en la diversidad alfa ni en la composicién de
géneros bacterianos en comparacidn con los nifios no infectados por VRS. No
se observaron diferencias entre los nifos que nacieron por cesarea y los que
tuvieron un parto vaginal, ni entre los reclutados en temporada invernal y los
incluidos de otras temporadas. Por otro lado, la vacunacién obligatoria si se
asocié con mayor riqueza y diversidad bacteriana; sin embargo, no se observa-
ron cambios significativos en la abundancia de los principales géneros bacteria-
nos, incluido Haemophilus. Cabe mencionar, de todas formas, que las asocia-
ciones entre microbiota nasofaringea bacteriana y estas variables sélo se anali-
zaron con el objetivo de identificar posibles sesgos por una diferente distribu-
cion de estas variables en los 3 grupos de pacientes; de esta forma, la ausencia
de diferencias no son concluyentes, dado que la seleccidon de cohortes no fue

disefiada para responder a esta pregunta.
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samples were collected from participants for viral DNA/RNA detection by multiplex-
polymerase chain reaction and bacterial microbiota characterization by 16S rRNA
gene sequencing.

Results: A total of 104 subjects were recruited (A=17, B =34, C=53). Children's
nasopharyngeal microbiota composition varied according to their RV/EV infection
status. Richness and diversity were decreased among children with severe infection.
Nasopharyngeal microbiota profiles enriched in genus Dolosigranulum were related
to respiratory health, while genus Haemophilus was specifically predominant in
children with severe RV/EV LRTI. Children with mild or asymptomatic RV/EV
infection showed an intermediate profile.

Conclusions: These results suggest a close relationship between the nasopharyngeal

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Lower respiratory tract infection (LRTI) is one of the major causes of
morbidity and mortality among children under 5 years old, represent-
ing the second cause of death worldwide in 2019.* Rhinoviruses (RV)
and enteroviruses (EV) are among the main causative etiologies of
LRTI in children,? even during the COVID-19 pandemic.3 They are
RNA viruses belonging to the genus Enterovirus of the family
Picornaviridae. More than 200 types of RV and EV known to infect
humans are currently classified into three species of RV (RV-A to C)
and four of EV (EV-A to D).

The clinical spectrum of RV/EV infection ranges from asympto-
matic or mild symptomatic presentation to severe disease requiring
respiratory support in pediatric intensive care units (PICU).2 This
variability could be explained by several factors. Viral coinfection has
been suggested to influence the severity of RV/EV infection,
although there is no consensus in the literature about its role as a
single factor for worse clinical outcomes.* Nonetheless, most of the
published literature does not focus on specific viral coinfections as a
factor of severity, and this could be different depending on the viral
etiology.* In this sense, a recent study from our group that focused
on the role of viral coinfection in the specific scenario of RV/EV
infection showed that virus codetection appears not to be decisive to
cause severe LRTI in young children in a PICU setting.’

Regarding bacterial coinfection, studies have shown that RV/EV
infection in children is associated with increased detection of potential
pathogenic bacteria in the respiratory tract (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, and Moraxella catarrhalis), causing increased risk
of LRTI and asthma symptoms.® However, most of this research focused
on bacterial-viral has been centered on single pathogenic organisms due
to their microbiological culture-based nature.

Nowadays, increased recognition is being paid to the bacterial
nasopharyngeal microbiota as an important factor that could

microbiota and different clinical presentations of RV/EV infection.

enterovirus, intensive care units, lower respiratory tract infection, microbiota, rhinovirus

determine the severity of viral LRTI.” As it could either prevent the
host to viral infection through a barrier effect or, on the contrary,
predispose to infection by facilitating viral invasion.® Conversely, the
viral infection could facilitate colonization and pathogen bacterial
overgrowth in the respiratory tract, by modulating the immune
responses and susceptibility to bacterial invasion.? In this regard, it
has been described that RV/EV infection in adult patients diagnosed
with chronic obstructive pulmonary disease alters the naso-
pharyngeal microbiota and could precipitate bacterial infections.®
Although RV/EV has often been described as a colonizer in
asymptomatic children by some authors,*! there are very few studies
elucidating if there are changes in nasopharyngeal microbiota
associated with RV/EV infection severity in pediatric patients.
Microbiota analysis could help to distinguish if RV/EV infection in
those asymptomatic or mild symptomatic cases has implied some
pathogenic changes with respect to healthy noninfected children.

The primary objective of this study was to characterize and
compare the nasopharyngeal microbiota profiles in children with
severe RV/EV LRTI, children with asymptomatic or mild RV/EV
infection, and healthy children without viral detections.

Our underlying hypothesis was that there was a close relation-
ship between the nasopharyngeal microbiota composition and

different clinical presentations of RV/EV infection.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Study design and population

This cross-sectional case-control study was conducted at Sant Joan
de Deu Barcelona Children's Hospital (HSJD), a reference university
medical center located in Barcelona, Spain. This medical center
provides health care services to a pediatric population of =400,000
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and has a 28-bed PICU. Cases were prospectively recruited from
December 2017 to March 2020. Controls were enrolled from routine
well-child check-ups and from the Emergency Department. Cases
were frequency-paired by age range (<3, 3-11, >11-23, and
>23 months) and gender with the controls.

Three groups of children less than 5-year-old were thus defined
for the study: (I) A control group (Group A) of healthy children
without viral detection; (Il) a control group (Group B) of asympto-
matic children or with mild symptomatic-upper respiratory tract
infection (URTI) (respiratory symptoms with/without fever, but not
requiring hospital admission) and microbiological RV/EV detection in
the nasopharyngeal aspirate (NPA); (Ill) and a case group (Group C) of
patients with LRTI (bronchiolitis, bronchospasm/viral wheezing, and/
or pneumonia) admitted to the PICU with microbiological RV/EV
detection in NPA. Admission criteria for the PICU were respiratory
failure requiring invasive (IMV) or noninvasive mechanical ventilation
(NIV); high flow oxygen therapy with FiO, greater than or equal 0.6;
or hemodynamic instability.

Inclusion criteria for cases and controls were (I) meeting the
case/control definition described above; (Il) having signed informed
consent by the parents or legal guardians; and (lll) not presenting
comorbidities (prematurity, immunodeficiency, congenital heart
disease, and chronic lung disease). Exclusion criteria were (l) exposure
to antibiotics for more than 24 h either just at the moment of sample
collection or in the last month before hospital admission.

Relevant epidemiological and microbiological data were recorded

from each participant.

2.2 | Laboratory and bioinformatic procedures

NPA samples were collected from all children according to the
standard operating procedure established at the study site.> Naso-
pharyngeal secretions were aspirated using a catheter connected to a
vacuum source. The mucus collected within the catheter was then
eluted by the aspiration of 1.0 mL sterile phosphate-buffered saline
(PBS). The sample was aliquoted and conserved at -80°C until further
microbial analyses. Microbiological data included respiratory viral
species detection, determination of species of RV/EV for RV/EV-
positive sample, and nasopharyngeal microbiota characterization.

Total DNA was extracted from NPAs by the automated system
NucliSENSeasyMag (BioMérieux) following the manufacturer's
instructions.

The presence of viral respiratory infections in NPAs was tested
by Allplex™ Respiratory Panels Assays 1, 2, and 3 (Seegene Inc.)
targeting 16 viruses (rhinovirus/enterovirus, adenovirus, bocavirus,
coronavirus, metapneumovirus, respiratory syncytial virus (RSV)
types A and B, Influenza virus types A and B, and Parainfluenza
virus types 1, 2, 3 and 4).

Nasopharyngeal microbiota was characterized by 16S rRNA gene
sequencing. Specifically, the V3-V4 hypervariable region were
amplified and sequenced using lllumina MiSeq. 2 x 300 bp (lllumina)
as previously described in the 16S Metagenomic Sequencing Library

Preparation  protocol (https://support.illumina.com/documents/
documentation/chemistry_documentation/16s/16-metagenomic-library-
prep-guide-15044223-b.pdf). A total number of 15 negative controls
were sequenced along with the samples included in the study for
further contamination control.

Quality of sequencing data was assessed with the FASTQC
toolkit. All further bioinformatic data analyses were conducted
using R programming language. Amplicon sequence variants (ASVs)
were binned and quantified using the DADA2 package? in R using
the ribosomal data project set 16 taxonomic reference database.'®
As part of the DADA2 pipeline, before paired-end read merging,
forward and reserve reads were trimmed at positions 10/10 and
280/230 starting and ending positions, respectively, to improve
read quality.

Decontam package® was used to identify potential kit reagents
and environmental contaminants in the 15 sequenced negative
controls (13 extraction and 2 polymerase chain reaction controls) so
they could be further removed from nasopharyngeal participant
samples. Following the default Decontam prevalence approach, we
only considered real contaminants those ASVs whose mean relative
abundance among negative controls was higher than in naso-
pharyngeal samples. Additionally, reads that were not assigned to
kingdom bacteria or were classified as such, but no further taxonomic
resolution was reached were excluded. Finally, only nasopharyngeal
samples with a minimum sequencing depth of 10,000 reads were
considered.

Alpha diversity metrics (Observed and Chaol for richness, and
Shannon index for diversity) were calculated at the ASV level after
rarefying samples at 10,000 reads using the Phyloseq package.'®
Nonrarified samples were used for further analyses at higher
taxonomic ranks collapsing reads either at the genus or species level
using the Phyloseq package.16 Beta diversity analyses included
ordination analyses using nonmetric multidimensional scaling (NMDS)
and Bray-Curtis ecological distance over nonfiltered bacterial genera
abundance matrix. Differences in overall composition were tested
with permutational analysis of variance using adonis2 function from
Vegan package®® in R. Before differential abundance testing, bacterial
genera and/or species were filtered by having at least 0.5% relative
abundance in five samples. Differential abundance of bacterial taxa
between pairs of groups was tested using analysis of compositions of
microbiomes with bias correction!” on raw reads matrix. The
significant threshold for differential abundance was set to 0.05 and
log, fold change value higher or equal to 2. Pairwise correlations
between bacterial genera were tested using Spearman's correlation
over the relative abundance matrix. p Values were adjusted using
false discovery rate method and significance threshold was set
to 0.05.

Categorical variables were assessed with the x? or Fisher test if
expected values were below 5. Continuous variables were described
as median and interquartile range (IQR) values and were further
analyzed using Kruskal-Wallis test. Statistical analysis was performed
with SPSS v22.0 software (IBM Corp). A p<0.05 was considered
statistically significant.
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2.3 | Ethical considerations

The institutional ethics board approved the study (id PIC 146-17) and
informed consent was obtained before obtaining samples from
parents and/or legal guardians. All information collected has been
treated confidentially and in accordance with applicable laws on
personal data.

3 | RESULTS

3.1 | Study population

A total number of 114 participants (57 cases and 57 controls) were
initially recruited. Four cases and six controls were excluded because
there was previous exposure to antibiotics. Therefore, the final study
included 104 participants: 17 healthy controls (Group A), 34 mild/
asymptomatic controls (Group B), and 53 PICU RV/EV cases (Group
C). Main epidemiological, demographic, and microbiological variables
were described in Table 1. For reference, there were 38 patients with
chest-X-ray opacities in Group C, and in 9 of them antibiotics were
started because bacterial superinfection was suspected (fever > 38.5°
C, chest-X-ray opacities and either C-reactive protein > 60 mg/L or
procalcitonin > 1 ng/mL) but none of them had a culture-confirmed
invasive bacterial infection. Overall, Group C showed higher
proportion of delivery by C-section (p = 0.027), higher RSV detection
(p < 0.001), higher percentage of subject's recruitment during winter
season (p = 0.043), and lower percentage of subjects with at least one
dose of mandatory vaccinations (p < 0.001). Regarding the specific
RV/EV species detected, no differences were found between groups.

3.2 | Nasopharyngeal microbiota and RV/EV
infection

Alpha-diversity analysis revealed differences in terms of bacterial
richness and diversity between groups. Group C showed significantly
lower bacterial richness (Observed—p = 0.009 and Chaol—p = 0.009)
and diversity (Shannon—p = 0.036) compared to Group A (Figure 1).
Although not statistically significant, Group C also showed trends for
lower richness (Observed—p = 0.057, Chaol—p = 0.058) and diversity
(Shannon—p = 0.070) compared to Group B (Figure 1).

Beta-diversity analysis revealed differences in the nasopharyngeal
microbiota composition of children according to their RV/EV infection
status. An ordination analysis at the bacterial genus level revealed
significant differences in overall composition between groups (ANOVA
R? = 6.8%/p = 0.0009) (Figure 2A, top) with a gradient from Groups A to
C along the X-axis of the ordination plot (Figure 2A, bottom). A more
detailed analysis on the taxa contribution of the axes showed a
remarkable gradient of genus Haemophilus abundance increasing from
left to right (from Group A to C) (Figure 2B). Other abundant bacterial
genera with a more even distribution along the X-axis included
Moraxella, Streptococcus, among others (Figure 2B).

Mean relative abundance (+SD) of bacterial genera between
study groups (Figure 2C) showed that the nasopharyngeal microbiota
of Group A was dominated primarily by genus Moraxella (35.0 + 34.8),
followed by Streptococcus (18.1+24.1), Dolosigranulum (mean
17.6 + 28.7) and Haemophilus (15.3 + 28.2). Group B was dominated
by Haemophilus (33.6 + 37.8), Moraxella (31.6 + 35.0), and Streptococ-
cus (19.5 +27.1), followed far behind by Staphylococcus (5.8 +23.1)
and others. Group C was even more dominated by Haemophilus
(50.9 + 38.8), Moraxella (24.0 + 30.4), and Streptococcus (14.5 + 27.1).
A more detailed profiling per sample can be found in Supporting
Information: e-Figure 1.

A differential abundant test showed that among all pairwise
comparisons (Group A-C), genus Dolosigranulum was consistently
more abundant in those subjects from Group A compared to any of
the RV/EV + groups, irrespective of their symptomatology/disease
severity (Figure 3A). On the other hand, genus Haemophilus was
consistently found to increase in those subjects from Group C both
compared to Groups A and B (Figure 3A). Similar findings were found
at the species level (Figure 3B), with increased Dolosigranulum pigrum
and Dolosigranulum unclassified in Group A, and H. influenzae and
Haemophilus unclassified in Group C. Of note, an unclassified species
within genus Staphylococcus (identified as Staphylococcus aureus by a
blast search against the NCBI 16S rRNA/ITS database) was also
found increased in Group A compared to Group C.

Haemophilus, Moraxella, and Streptococcus not only compromised
the topmost abundant bacterial genera in our study population, but the
latest two showed a negative correlation to the former (Supporting
Information: e-Figure 2). Positive correlations were found between
Corynebacterium and Dolosigranulum, as well as amongst other bacterial
genera usually found in the oral cavity including Acinomyces, Rothia,
Granulicatella, Porphyromonas, Fusobacterium, Alloprevotella, Gemella,
Prevotella, and Veillonella (Supporting Information: e-Figure 2).

A specific analysis was performed to identify changes in
microbiota richness, diversity, and bacterial genera composition
related to the potential confounders unequally distributed between
the study groups (RSV coinfection, type of delivery, seasonality, and
having received at least 1one dose of mandatory vaccinations). RSV-
infected children did not show differences in either alpha diversity or
bacterial genera composition compared to RSV noninfected children,
yet this comparison was restricted to Group C. Differences were
neither observed between children delivered by c-section and those
who had a vaginal delivery, nor between those recruited at winter
and those included from other seasons. On the other hand,
mandatory vaccination was associated with higher bacterial richness
and diversity; however, no significant changes were observed in the
main bacterial genera abundance.

4 | DISCUSSION

During the last years, several publications have raised the importance
of the bacterial nasopharyngeal microbiota as a factor that could
determine the severity of viral LRTI. However, scarce evidence has
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TABLE 1 Main epidemiological and microbiological characteristics of study groups.
Total (N =104) Group A(N=17) GroupB(N=34) Group C(N=53) p Value

Epidemiological characteristics

Age range (months old) 0.111

<3 53 (51%) 5 (30%) 17 (50%) 31 (58%)

3-11 25 (24%) 6 (35%) 6 (18%) 13 (24%)

>11-23 7 (7%) 0 (0%) 4 (12%) 3 (6%)

>23 19 (18%) 6 (35%) 7 (20%) 6 (12%)
Gender, male (%) 63 (61%) 9 (53%) 20 (59%) 34 (64%) 0.690
Birth weight, kg, median (IQR) 3.2 (2.9-3.6) 3.2 (2.9-3.7) 3.2 (29-3.6) 3.2 (29-35) 0.720
House surface per inhabitant, m?, median (IQR) 22.5(16.9-27.1) 22.9 (18.9-28.7) 20.0 (17.5-25.0) 225 (16.0-27.5) 0.597
Seasonality, samples collected during winter season® (%) 47 (46%) 7 (41%) 10 (32%) 30 (57%) 0.043
Race, Caucasian (%) 70 (76%) 13 (76%) 16 (73%) 41 (77%) 0.912
Delivery mode, C-section (%) 33 (32%) 3 (18%) 7 (21%) 23 (44%) 0.027
Breastfeeding (%) 82 (79%) 13 (76%) 27 (79%) 42 (79%) 0.966
Breastfeeding duration, months, median (IQR) 2 (1-6) 3 (0.5-6) 2.5 (0.8-10.7) 1(1-4.7) 0.601
Schooled (%) 21 (20%) 5 (29%) 10 (30%) 6 (11%) 0.063
Parental smoking (%) 34 (33%) 7 (41%) 10 (29%) 17 (33%) 0.700
Superior educational level (%) 68 (76%) 13 (81%) 17 (81%) 38 (73%) 0.681
Mandatory vaccinations (at least one dose)® (%) 51/56 (91%) 11/12 (92%) 23/23 (100%) 17/21 (81%) 0.086
LRTl in the last month (%) 11 (11%) 1 (6%) 2 (6%) 8 (15%) 0.312

Microbiological characteristics

DNA/RNA other viral detections by multiplex PCR (%) 41 (47%) 11 (32%) 30 (57%) 0.027
Human respiratory syncitial virus (A and B) (%) 23 (26%) 1 (3%) 22 (41%) <0.001
Human metapneumovirus (%) 6 (7%) 1 (3%) 5 (9%) 0.397
Human coronaviruses (OC43/229E/NL63) (%) 2 (2%) 2 (6%) 0 (0%) 0.150
Human parainfluenza viruses (1, 2, 3, 4) (%) 4 (5%) 1 (3%) 3 (6%) il
Human influenza viruses (A and B) (%) 1 (1%) 1 (3%) 0 (0%) 0.391
Human adenovirus (%) 10 (12%) 6 (18%) 4 (7%) 0.179
Human bocavirus(%) 2 (2%) 2 (6%) 0 (0%) 0.150
RV/EV species (%) 0.492

EV-A 1 (1%) 1 (3%) 0 (0%)

EV-B 1 (1%) 0 (0%) 1 (2%)

RV-A 37 (42%) 15 (44%) 22 (41%)

RV-B 9 (10%) 2 (6%) 7 (13%)

RV-C 30 (35%) 11 (32%) 19 (36%)

Noncharacterized 9 (10%) 5 (15%) 4 (7%)

Note: Statistically significant p values are marked with bold.

Abbreviations: DNA, deoxyribonucleic acid; EV, enterovirus; IQR, interquartile range; LRTI, lower respiratory tract infection; PCR, polymerase chain
reaction; RNA, ribonucleic acid; RV, rhinovirus.

2Winter season: samples collected between January 1 and March 31.

bOfficial vaccination calendar in Catalonia, Spain includes: diphtheria, tetanus, pertussis (DTaP]), poliovirus, hepatitis B virus, and Haemophilus influenzae
type b, meningococcal group B and pneumococcal conjugate vaccines.
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FIGURE 1 Alpha diversity metrics (observed richness, Chao 1 estimator and Shannon diversity index) between study groups. Boxplots
showing richness (observed and Chao 1) diversity (Shannon) metrics by study groups (Group A [green], Group B [orange], and Group C (dark red).
Nonadjusted p values for pairwise comparisons are shown as regular lines if <0.05 or dashed lines if 0.1 > x > 0.05. [Color figure can be viewed at

wileyonlinelibrary.com]

been published in the specific scenario of RV/EV infection. This study
addresses the characterization of different nasopharyngeal micro-
biota profiles in children according to this infection and its severity.

In terms of bacterial genera composition, in the nasopharynx of
our study population topmost abundant players were Moraxella,
Haemophilus, Streptococcus, and Dolosigranulum. This finding is in line
with previous publications showing that during the first year of life,
when the nasopharyngeal microbiota is most unstable, initial
colonizers such as Staphylococcus, Dolosigranulum, and Coryne-
bacterium are gradually replaced by common pathobionts including
Moraxella, Streptococcus, and Haemophilus.*® Also, in line with
previous literature, other bacterial genera found in our data set, yet
with lower abundance, included commonly bacterial genera found in
the oral cavity of healthy children.*’

Regarding differences according to RV/EV infection status and
its severity, children with severe RV/EV LRTI had a nasopharyngeal
microbiota significantly less rich and diverse than healthy controls.
Moreover, severe RV/EV infection was also significantly associated
to a lower abundance of Dolosigranulum and a higher abundance of
Haemophilus. Interestingly, children with mild or asymptomatic RV/
EV infection showed an intermediate profile between the other two
groups with less Dolosigranulum abundance than the healthy control
group, but also trends for higher richness and significantly less
Haemophilus abundance than the severe RV/EV group. This result is
of special interest because RV/EV infection, even in patients with
asymptomatic infection, in whom it could be considered a coinciden-
tal detection, is associated with changes in bacterial nasopharyngeal
composition. This fact would cast doubt on defining as healthy

patients those asymptomatic children carrying the virus, but further
longitudinal studies focused on this population are needed to
elucidate if these changes are long-standing and have clinical
consequences.

These findings are in line with previous reports by our group,
describing significant reductions in bacterial richness and diversity in
the microbiota of respiratory diseases such as invasive pneumococcal
disease (IPD),%° Bordetella infection,?* and similar to the ones found
by other authors regarding URTI?? or asthma,?® among others. Lower
Dolosigranulum abundance associated to disease states in children
has also been previously reported.?*2° Dolosigranulum is a genus with
only one specie known so far, D. pigrum.2® D. pigrum belongs to the
group of lactic acid bacteria, a heterogeneous group of bacteria that
produce lactate as the main metabolite from glucose.?® These
bacteria have been detected mainly in the gastrointestinal tract,
where they exert numerous beneficial functions for human health.2®
The colonization of the upper respiratory tract by these bacteria has
been defined as a protective factor against respiratory infections,
asthma, and exacerbations of chronic respiratory diseases.?%2728 Of
note, in this study, we did not only describe reductions in the
abundance of Dolosigranulum with RV/EV infection (regardless of
disease severity) but also its positive correlation to genus Coryne-

29,30

bacterium, a known commensal of the respiratory microbiota, and

31,32

their negative correlation to genus Streptococcus which includes

S. pneumoniae, a common opportunistic pathobiont in children. These
negative correlations with S. pneumoniae were also observed in

20,24

previous studies by our group,?%?4 and in the literature.%® This could

allude to the existence of antagonistic interactions between both
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FIGURE 2 Overall nasopharyngeal bacterial genera composition between study groups. (A) Principal coordinates (PCoA) ordination analysis on
Bray-Curtis ecological distance matrix calculated on complete bacterial genera abundance taxa (top). Each dot represents a sample and it is colored
based on study group (Group A in green, Group B in orange, and Group C in the dark red). Boxplot below shows coordinates from axis 1 (NMDS1)
from the ordination plot above. Nonadjusted p values for pairwise comparisons are shown as regular lines if <0.05 or dashed lines if 0.1 > x > 0.05. (B)
Bacterial genera abundance filtered by a minimum of 0.5% relative abundance in at least five samples and ordered from most to least mean abundant.
Each dot represents a sample colored by its study group (Group A in green, Group B in orange, and Group C in the dark red). A local regression (gray)
shows the relation between the bacterial families’ relative abundance and the samples’ distribution on Axis 1. (C) Bacterial genera filtered by a
minimum of 0.5% relative abundance in at least five samples. Mean relative abundance per group is calculated and shown in each barplot. Bacterial
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bacteria in the nasopharynx of children as a possible mechanism for
the prevention of IPD. Moreover, studies have been carried out in
animal models that advance a future clinical application of these
observations. In vivo mouse models have shown an increased
resistance to pneumococcal infection in those mice in which D.
pigrum was administered intranasally, as well as differential cytokine
production and a reduction in lung damage.®*%°

In addition to decreased Dolosigranulum abundance, severe RV/
EV infection in our study showed increased Haemophilus abundance.
Higher Proteobacteria abundance, specifically genus Haemophilus, has
also been linked to many respiratory diseases such as childhood
asthma®®®” as well as to increased incidence®® and symptom
severity®® of viral infections. In a small experimental longitudinal
series of young adults,*® RV/EV infection was associated to a very
significant increase of Haemophilus bacterial load, which is in line with
our findings. A similar Haemophilus dominant profile has been also
observed in children with severe bronchiolitis and RV infection.**

Regarding RSV infection, Mansbach et al. showed that clearance
of RSV during bronchiolitis was more likely to be reduced in subjects
with a Haemophilus dominant profile.*?> A more severe RSV disease
has been associated with a nasopharyngeal microbiota profile
enriched in H. influenzae and Streptococcus.*>*® However, it is worth
noting that in our study RSV infection, which was only detected in 1
(3%) mild/asymptomatic controls and in 22 (41%) cases, did not relate
to significant changes neither on alpha diversity nor bacterial genera

differential abundance within our RV/EV case group. Therefore, we
have not observed the high dominance of Streptococcus reported by
others in RSV severe cases. We speculate that this fact could imply
that RV/EV + RSV coinfection has differential features in reference to
RSV bronchiolitis.

Vaccination strategies have also been reported to have beneficial
effects through the modulation of commensal nasopharyngeal
microbiota.** In our study, the subgroup of children subjected to
mandatory vaccination was characterized by increased bacterial
richness and diversity. These results are aligned with those of
previous studies by our group? and in the literature,* suggesting
that the microorganisms from the surrounding environment (for
instance, the oral cavity) might occupy the nasopharyngeal niche left
by bacteria serotypes included in vaccines. Of note, cases in our
study were less vaccinated than controls and showed lower bacterial
richness and diversity, as well as decreased Dolosigranulum abun-
dance, reinforcing the potential beneficial effect of vaccination.

This study presents several limitations. First, the study popula-
tion was small but of similar size to previous studies examining these
relationships in respiratory contexts*® Second, due to the cross-
sectional case-control design, no causality could be established from
the outcomes, only associations, and no follow-up could be made on
changes in the nasopharyngeal microbiota after PICU discharge.

In conclusion, different nasopharyngeal microbiota profiles

according to RV/EV LRTI status in children were characterized in
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our study. Richness and diversity were decreased among children
with severe infection by viruses from the genus Enterovirus.
Nasopharyngeal microbiota profiles enriched in genus Dolosigranulum
were related to respiratory health, while genus Haemophilus was
specifically predominant in children with severe RV/EV LRTI.
Children with mild or asymptomatic RV/EV infection showed an
intermediate profile. These findings suggest a close relationship
between the nasopharyngeal microbiota and different clinical

presentations of RV/EV infection.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Daniel Penela-Sanchez, Muntsa Rocafort, Desirée Henares, lolanda
Jordan, Maria Cabrerizo, and Cristian Launes performed case-control
recruitment and data collection. Daniel Penela-Sanchez, Muntsa
Rocafort, Desirée Henares, and Pedro Brotons did the bioinformatic
and statistical analysis. Cristian Launes and Carmen Munoz-Almagro
conceptualized the study and obtained funding for its realization. All
authors contributed to the manuscript preparation, revision and

edition, and have provided approval for submission.

ACKNOWLEDGMENTS

We acknowledge the support of all families that participated in this
study; FISABIO for their help in nasopharyngeal microbiota sequenc-
ing; and also we thanks to all the clinical, laboratory, and diagnostic
imaging personnel who take care of all these patients. This project is
supported by the Spanish National Health Institute Carlos Il (Grant
id. PI17/349). Cofunded by European Regional Development Fund/
European Social Fund “A way to make Europe”/“Investing in your
future.”

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT
The authors declare no conflict of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

Daniel Penela-Sanchez, Cristian Launes and Muntsa Rocafort have
access to all study data and takes responsibility for the data integrity
and accuracy of the data analysis. The datasets generated during
and/or analyzed during the current study are available in the
European Nucleotide Archive (ENA) repository (https://www.ebi.ac.
uk/ena/browser/home) under Bioproject PRJEB52956. Code used
for the bioinformatic and statistical analysis and plotting the data (10.
6084/m9.figshare.19826008) as well as the input data file (10.6084/
m9.figshare.19825837) and color dictionary (10.6084/m9.figshare.
19825249; 10.6084/m9 figshare.19825450) have been uploaded to
FigShare.

ORCID
Daniel Penela-Sdnchez © http://orcid.org/0000-0002-5289-6609
Cristian Launes © http://orcid.org/0000-0002-0913-9303

REFERENCES

1. GBD 2019 Under-5 Mortality Collaborators. Global, regional, and
national progress towards Sustainable Development Goal 3.2 for

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

neonatal and child health: all-cause and cause-specific mortality
findings from the Global Burden of Disease Study 2019. Lancet.
2021;398(10303):870-905. doi:10.1016/50140-6736(21)01207-1
Lauinger IL, Bible JM, Halligan EP, et al. Patient characteristics and
severity of human rhinovirus infections in children. J Clin Virol.
2013;58(1):216-220. doi:10.1016/j.jcv.2013.06.042

Brotons P, Jordan |, Bassat Q, et al. The positive rhinovirus/
enterovirus detection and SARS-CoV-2 persistence beyond the
acute infection phase: an intra-household surveillance study. Viruses.
2021;13(8):1598. doi:10.3390/v13081598

Meskill SD, O'Bryant SC. Respiratory virus co-infection in acute
respiratory infections in children. Curr Infect Dis Rep. 2020;22(1):3.
doi:10.1007/5s11908-020-0711-8

Penela-Sanchez D, Gonzalez-de-Audicana J, Armero G, et al. Lower
respiratory tract infection and genus enterovirus in children
requiring intensive care: clinical manifestations and impact of viral
co-Infections. Viruses. 2021;13(10):2059. doi:10.3390/v13102059
Kloepfer KM, Lee WM, Pappas TE, et al. Detection of pathogenic
bacteria during rhinovirus infection is associated with increased
respiratory symptoms and asthma exacerbations. J Allergy Clin
Immunol.  2014;133(5):1301-1307.e3.  doi:10.1016/].jaci.2014.
02.030

de Steenhuijsen Piters WAA, Sanders EAM, Bogaert D. The role of
the local microbial ecosystem in respiratory health and disease.
Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2015;370(1675):20140294. doi:10.
1098/rsth.2014.0294

Di Pierro F, Colombo M, Zanvit A, Risso P, Rottoli A. Use of
Streptococcus salivarius K12 in the prevention of streptococcal and
viral pharyngotonisillitis in children. Drug Healthc Patient Saf. 2014;6:
15-20. doi:10.2147/DHPS.S59665

Allen EK, Koeppel AF, Hendley JO, Turner SD, Winther B, Sale MM.
Characterization of the nasopharyngeal microbiota in health and
during rhinovirus challenge. Microbiome. 2014;2:22. doi:10.1186/
2049-2618-2-22

Molyneaux PL, Mallia P, Cox MJ, et al. Outgrowth of the bacterial
airway microbiome after rhinovirus exacerbation of chronic obstruc-
tive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med. 2013;188(10):
1224-1231. doi:10.1164/rccm.201302-03410C

Jartti T, Jartti L, Peltola V, Waris M, Ruuskanen O. Identification of
respiratory viruses in asymptomatic subjects: asymptomatic respira-
tory viral infections. Pediatr Infect Dis J. 2008;27(12):1103-1107.
doi:10.1097/INF.0b013e31817e695d

Callahan BJ, McMurdie PJ, Rosen MJ, Han AW, Johnson AJA,
Holmes SP. DADAZ2: high-resolution sample inference from illumina
amplicon data. Nature Methods. 2016;13(7):581-583. doi:10.1038/
nmeth.3869

Cole JR, Wang Q, Fish JA, et al. Ribosomal database project: data
and tools for high throughput rRNA analysis. Nucleic Acids Res.
2014;42(Database issue):D633-D642. doi:10.1093/nar/gkt1244
Davis NM, Proctor DM, Holmes SP, Relman DA, Callahan BJ. Simple
statistical identification and removal of contaminant sequences in
marker-gene and metagenomics data. Microbiome. 2018;6(1):226.
doi:10.1186/540168-018-0605-2

McMurdie PJ, Holmes S. phyloseq: an R package for reproducible
interactive analysis and graphics of microbiome census data. PLoS
One. 2013;8(4):e61217. doi:10.1371/journal.pone.0061217
Oksanen J, Blanchet FG, Kindt R, et al. Package ‘vegan.” R Package
Version 2.0-8. 2013;2:254. https://github.com/vegandevs/vegan
Lin H, Peddada SD. Analysis of compositions of microbiomes with
bias correction. Nat Commun. 2020;11(1):3514. doi:10.1038/
s41467-020-17041-7

Bosch AATM, Piters WAAS, van Houten MA, et al. Maturation of the
infant respiratory microbiota, environmental drivers, and health
consequences. A prospective cohort study. Am J Respir Crit Care
Med. 2017;196(12):1582-1590. doi:10.1164/rccm.201703-05540C



0 | WILE Y-

19.

20.
21.

22.

23.
24.
25.

26.

27.
28.

29.
30.

31

32.

33.
34.

35.

PENELA-SANCHEZ €T AL.

Dewhirst FE, Chen T, lzard J, et al. The human oral microbiome.
J Bacteriol. 2010;192(19):5002-5017. doi:10.1128/JB.00542-10
Henares D, Brotons P, de Sevilla MF, et al. Differential naso-
pharyngeal microbiota composition in children according to respira-
tory health status. Microb Genom. 2021;7(10):000661. doi:10.1099/
mgen.0.000661

Rocafort M, Henares D, Brotons P, et al. Exploring the naso-
pharyngeal microbiota composition in infants with whooping cough:
a test-negative case-control study. PLoS One. 2021;16(10):
€0259318. doi:10.1371/journal.pone.0259318

Sakwinska O, Bastic Schmid V, Berger B, et al. Nasopharyngeal
microbiota in healthy children and pneumonia patients. J Clin
Microbiol. 2014;52(5):1590-1594. doi:10.1128/JCM.03280-13
Chen M, He S, Miles P, et al. Nasal bacterial microbiome differs
between healthy controls and those with asthma and allergic rhinitis.
Front Cell Infect Microbiol. 2022;12:841995. doi:10.3389/fcimb.
2022.841995

Camelo-Castillo A, Henares D, Brotons P, et al. Nasopharyngeal
microbiota in children with invasive pneumococcal disease: identifi-
cation of bacteria with potential disease-promoting and protective
effects. Front Microbiol. 2019;10:11. doi:10.3389/fmich.2019.00011
Lappan R, Imbrogno K, Sikazwe C, et al. A microbiome case-control
study of recurrent acute otitis media identified potentially protective
bacterial genera. BMC Microbiol. 2018;18(1):13. doi:10.1186/
s12866-018-1154-3

Mokoena MP. Lactic acid bacteria and their bacteriocins: classification,
biosynthesis and applications against uropathogens: a mini-review.
Molecules. 2017;22(8):1255. doi:10.3390/molecules22081255
Hasegawa K, Linnemann RW, Mansbach JM, et al. Nasal airway
microbiota profile and severe bronchiolitis in infants: a case-control
study. Pediatr Infect Dis J. 2017;36(11):1044-1051. doi:10.1097/
INF.0000000000001500

Kaul D, Rathnasinghe R, Ferres M, et al. Microbiome disturbance and
resilience dynamics of the upper respiratory tract during influenza A
virus infection. Nat Commun. 2020;11(1):2537. doi:10.1038/
s41467-020-16429-9

Cremers AJ, Zomer AL, Gritzfeld JF, et al. The adult nasopharyngeal
microbiome as a determinant of pneumococcal acquisition.
Microbiome. 2014;2:44. doi:10.1186/2049-2618-2-44

De Boeck |, Wittouck S, Wuyts S, et al. Comparing the healthy nose and
nasopharynx microbiota reveals continuity as well as niche-specificity.
Front Microbiol. 2017;8:2372. doi:10.3389/fmich.2017.02372

Bomar L, Brugger SD, Yost BH, Davies SS, Lemon KP. Coryne-
bacterium accolens releases antipneumococcal free fatty acids from
human nostril and skin surface triacylglycerols. mBio. 2016;7(1):
e€01725-15. doi:10.1128/mBio0.01725-15

Brugger SD, Eslami SM, Pettigrew MM, et al. Dolosigranulumpigrum
cooperation and competition in human nasal microbiota. mSphere.
2020;5(5):€00852-20. doi:10.1128/mSphere.00852-20

de Steenhuijsen Piters WAA, Jochems SP, Mitsi E, et al. Interaction
between the nasal microbiota and S. pneumoniae in the context of
live-attenuated influenza vaccine. Nat Commun. 2019;10(1):2981.
doi:10.1038/541467-019-10814-9

Ortiz Moyano R, Raya Tonetti F, Tomokiyo M, et al. The ability of
respiratory commensal bacteria to beneficially modulate the lung innate
immune response is a strain dependent characteristic. Microorganisms.
2020;8(5):727. doi:10.3390/MICROORGANISMS8050727

Raya Tonetti F, Tomokiyo M, Ortiz Moyano R, et al. The respiratory
commensal bacterium Dolosigranulum pigrum 040417 improves the
innate immune response to Streptococcus pneumoniae. Microorganisms.
2021;9(6):1324. doi:10.3390/MICROORGANISMS9061324

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

Hyde ER, Petrosino JF, Piedra PA, Camargo CA, Jr., Espinola JA,
Mansbach JM. Nasopharyngeal proteobacteria are associated with
viral etiology and acute wheezing in children with severe bronchiol-
itis. J Allergy Clin Immunol. 2014;133(4):1220-1222.€3. doi:10.1016/
jjaci.2013.10.049

Teo SM, Mok D, Pham K, et al. The infant nasopharyngeal
microbiome impacts severity of lower respiratory infection and risk
of asthma development. Cell Host Microbe. 2015;17(5):704-715.
Rosas-Salazar C, Shilts MH, Tovchigrechko A, et al. Nasopharyngeal
microbiome in respiratory syncytial virus resembles profile associ-
ated with increased childhood asthma risk. Am J Respir Crit Care Med.
2016;193(10):1180-1183. doi:10.1016/j.chom.2015.03.008
Langevin S, Pichon M, Smith E, et al. Early nasopharyngeal microbial
signature associated with severe influenza in children: a retrospec-
tive pilot study. J Gen Virol. 2017;98(10):2425-2437. doi:10.1099/
jgv.0.000920

Hofstra JJ, Matamoros S, van de Pol MA, et al. Changes in
microbiota during experimental human rhinovirus infection. BMC
Infect Dis. 2015;15:336. doi:10.1186/s12879-015-1081-y
Toivonen L, Camargo CA, Jr., Gern JE, et al. Association between
rhinovirus species and nasopharyngeal microbiota in infants with
severe bronchiolitis. J Allergy Clin Immunol. 2019;143(5):
1925-1928.e7. doi:10.1016/j.jaci.2018.12.1004

Mansbach JM, Hasegawa K, Piedra PA, et al. Haemophilus-dominant
nasopharyngeal microbiota is associated with delayed clearance of
respiratory syncytial virus in infants hospitalized for bronchiolitis.
J Infect Dis. 2019;219(11):1804-1808. doi:10.1093/infdis/jiy741
de SteenhuijsenPiters WAA, Heinonen S, Hasrat R, et al. Naso-
pharyngeal microbiota, host transcriptome, and disease severity in
children with respiratory syncytial virus infection. Am J Respir Crit
Care Med. 2016;194(9):1104-1115. doi:10.1164/rccm.201602-
02200C

Mika M, Maurer J, Korten I, et al. Influence of the pneumococcal
conjugate vaccines on the temporal variation of pneumococcal
carriage and the nasal microbiota in healthy infants: a longitudinal
analysis of a case-control study. Microbiome. 2017;5(1):85. doi:10.
1186/s40168-017-0302-6

Biesbroek G, Wang X, Keijser BJF, et al. Seven-valent pneumococcal
conjugate vaccine and nasopharyngeal microbiota in healthy
children. Emerging Infect Dis. 2014;20(2):201-210. doi:10.3201/
€id2002.131220

Marsh RL, Smith-Vaughan HC, Chen ACH, et al. Multiple respiratory
microbiota profiles are associated with lower airway inflammation in
children with protracted bacterial bronchitis. Chest. 2019;155(4):
778-786. doi:10.1016/j.chest.2019.01.002

SUPPORTING INFORMATION
Additional supporting information can be found online in the

Supporting Information section at the end of this article.

How to cite this article: Penela-Sanchez D, Rocafort M,
Henares D, et al. Impact of the bacterial nasopharyngeal
microbiota on the severity of genus enterovirus lower
respiratory tract infection in children: a case-control study.
Pediatr Pulmonol. 2023;1-10. doi:10.1002/ppul.26393

76



5. DISCUSION

Los estudios que conforman la presente tesis ayudan a entender el papel que la co-
infeccion viral y la microbiota nasofaringea bacteriana ejercen a la hora de modular la

gravedad de la infeccidn respiratoria por RV/EV en poblacion pediatrica.

Con respecto a las comunidades virales, la relacidn entre co-infeccién viral y gravedad
de la ITRI es objeto de controversia en la literatura. En un estudio realizado por
Chauhan JC et al, en el que se evaluaron retrospectivamente pacientes menores de 5
anos que ingresaron en una UCIP por una ITRI grave causada por un solo agente viral
vs co-infeccién con multiples virus, observaron que éstos ultimos presentaron un ries-
go incrementado de ingreso prolongado y una necesidad prolongada de VMI [153]. En
cambio, otros trabajos no muestran diferencias clinicamente significativas en pacien-
tes co-infectados [154, 239-240]. Sin embargo, como ya hemos seiialado el papel de la
co-infeccidn viral como factor de gravedad puede ser diferente en funcién de la etiolo-

gia virica [155], y este aspecto a menudo no se ha tenido en cuenta en la literatura.

En el primer estudio de esta tesis se describe que la co-infeccion de RV/EV con multi-
ples virus respiratorios no representa un factor que incremente la gravedad de dicha
infeccion. De hecho, en nuestra serie, los pacientes que presentaron una ITRI grave por
RV/EV en mono-infeccion precisaron VMI y tuvieron una estancia media en UCIP signi-
ficativamente mayor que los pacientes con multiples co-infecciones. Este dato es rele-
vante, en tanto que pone en valor el papel patogénico de los propios RV/EV. Como se
ha comentado, los RV/EV pueden ser detectados en nifios asintomaticos [241], motivo
por el cual estos microorganismos han sido clasicamente minusvalorados. Sin embar-
go, como sefialdbamos, en nuestra serie practicamente la mitad de los pacientes pre-
sentaron una mono-infeccion por RV/EV, con resultados clinicos similares a los co-
infectados por VRS, cuya virulencia esta fuera de todo debate [242]. De hecho, en el
subanalisis realizado teniendo en cuenta la presencia o no de VRS, se mantenia el
comportamiento descrito en la mono-infeccion por RV/EV cuando el VRS no estaba
presente, reforzando como comentabamos la virulencia de los RV/EV. Se han descrito
en la literatura hallazgos similares, en trabajos que comparaban nifios con infeccién

con VRS y RV/EV en co-infeccidn vs nifios con VRS en mono-infeccion, presentando en
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el primer caso estancias hospitalarias mas prolongadas [243]. Ademas, la etiologia viral
de las ITRI puede ser un factor que determine el prondstico y la morbilidad a medio y
largo plazo [53]. En este sentido, las infecciones por RV/EV se han asociado a predispo-
sicién atdpica y a un riesgo incrementado de asma; en cambio esta situacién ocurre en
menor frecuencia en las infecciones por VRS [244]. Todos estos datos refuerzan el pa-
pel especifico de los RV/EV en mono-infeccion como agente etioldgico de ITRI grave en

el paciente pediatrico, especialmente en aquellos nifios de menor edad.

Por lo que respecta al papel de la co-infeccidn viral en la modulacién de la gravedad de
la infeccidon por RV/EV, sefialar que en nuestra serie este papel fue diferente en fun-
cion de si la co-infeccidn era con VRS o con multiples virus. Por un lado, los pacientes
con ITRI grave por RV/EV en co-infeccidn con VRS presentaron una estancia mas pro-
longada en UCIP y mayor tiempo de VMI en comparacién con los otros subgrupos. Es-
tos resultados son similares a los reportados por otros autores, en los que se sefalaba
gue el VRS puede causar neumonia de forma mas frecuente cuando se asocia a co-
infeccién con RV/EV [245-246]. En cambio, los pacientes con ITRI grave por RV/EV con
multiples co-infecciones virales presentaron estancias en UCIP significativamente mas
cortas y ninguno de estos pacientes precisé de soporte respiratorio con VMI. Es intere-
sante sefialar que dentro de este subgrupo también se detectaron algunos pacientes
con VRS, presentando un comportamiento clinico similar, a diferencia del subgrupo de

RV/EV en co-infeccion con VRS aislada.

Existen diferentes teorias que podrian explicar estas diferencias. Por un lado, la expo-
sicién a multiples virus en ITRI sucesivas podria condicionar un mejor acondiciona-
miento del sistema inmunitario, mediante una activacién sinérgica de la inmunidad
innata causada por la infeccion por RV/EV o por VRS [22, 247], aunque no existe una
evidencia clara de que estos pacientes cursen con infecciones mas leves que los nifios
gue no presentan estas infecciones de repeticién [248]. Por otra parte, los diferentes
patrones de infeccion viral (mono-infeccién vs co-infeccién con un virus patogénico vs
co-infeccion con multiples virus) pueden causar diversos cambios en la microbiota res-
piratoria y diversos grados de inflamacion de la via aérea inducidos por la interaccion

de estos microorganismos [249].
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En este sentido, y de forma similar a los resultados de la presente tesis, algunos estu-
dios realizados con técnicas convencionales, como cultivos y microbiologia molecular
convencional, referian que los RV/EV se asociaban con una deteccidon incrementada en
la nasofaringe de nifios sanos de patobiontes como S.pneumoniae y H.influenzae,
mientras que el VRS se ha asociado a H.influenzae [250-251]. Otro estudio de cohortes
longitudinal prospectivo demostrd que las infecciones por RV/EV sintomaticas a lo lar-
go del primer afio de vida se podian asociar a un incremento de la riqueza bacteriana,
pero con una pérdida de diversidad; sin embargo, estas diferencias no se observaron
en niflos sanos [252]. Por otra parte, se han descrito también asociaciones de RV/EV
con microbiotas nasales ricas en Moraxella spp, condicionando un dafo epitelial y una
expresion incrementada de citoquinas pro-inflamatorias en nifios asmaticos [253]. Pos-
teriormente discutiremos con mayor detalle el papel de la microbiota nasofaringea

bacteriana en la infeccién por RV/EV.

Concerniente a las especies de RV/EV, en nuestra serie practicamente todas las espe-
cies que se detectaron fueros RV, con unas proporciones similares a las previamente
descritas en la literatura [254], con un predominio de los RV-A y C. A pesar del patrén
clasico de circulacidon de los RV-C, con un pico de incidencia en los meses de invierno
[35], en nuestra serie fueron detectados a lo largo de todo el afio, en linea con lo pu-
blicado por otros autores [183]. No se observaron diferencias en cuanto a la gravedad
de las infecciones en funcidn de la especie de RV, tal y como se habia descrito en otros
trabajos, donde se reportaron proporciones similares de ingreso en UCIP, necesidad de
VMI y estancia hospitalaria entre las diferentes especies [255-256]. Sin embargo, es
interesante sefialar que los RV-B solo se detectaron en nuestra serie en co-infeccién
con VRS, por lo que no se puede descartar que, en estos casos, esta especie requiriera
de una co-infeccidn para expresar clinica grave. La menor gravedad de RV-B respecto a
RV-Ay C es objeto de controversia [92-94]. Asi mismo, hay que destacar también que
no se detectd ningun EV-D68, a pesar de que se habia aislado en alguin paciente en
otra serie publicada por nuestro grupo [257]. Esto puede ser debido a que el patrén de
circulacidn de este microorganismo es cambiante en funcién del afio, alternando tem-

poradas de alta incidencia con otras de baja circulacién [258].
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A continuacién se discute el papel que la microbiota nasofaringea bacteriana ejerce a
la hora de modular la gravedad de la infeccidén por RV/EV. En los ultimos afios, como
comentdbamos en la introduccién, la microbiota nasofaringea ha ganado protagonis-
mo como factor modulador de la gravedad de las ITRI de causa viral; sin embargo, no
existia demasiada informacion en este campo en el escenario especifico de la infeccién
por RV/EV. En el segundo estudio de esta tesis se describen diferentes perfiles de mi-
crobiota nasofaringea bacteriana en funcidn de la presentacién clinica de la infeccién

por RV/EV.

En cuanto a la composicién en términos de géneros bacterianos de la nasofaringe de
los pacientes de nuestro estudio, los géneros mdas abundantes fueron Moraxella,
Haemophilus, Streptococcus y Dolosigranulum, Estos hallazgos estan alineados con lo
descrito previamente por la literatura: durante el primer afio de vida, cuando la com-
posicidn de la microbiota nasofaringea bacteriana es mas inestable, los colonizadores
iniciales como Staphylococcus, Dolosigranulum y Corynebacterium son gradualmente
reemplazados por patobiontes comunes como Moraxella, Streptococcus y Haemop-
hilus [168]. Otros géneros que encontramos en nuestra muestra, aunque con una
abundancia menor, fueron géneros bacterianos propios de la cavidad oral de nifios
sanos; este hecho, de nuevo, también se habia descrito previamente en Ila literatura

[259].

Hasta la fecha, no se conoce con exactitud la composicion de la microbiota nasofarin-
gea bacteriana madura y “saludable”, dado que la mayoria de los estudios existentes
en la literatura se basan en las variaciones de la composicidn de esta microbiota en
relacion con diferentes enfermedades [260]. Por el contrario, si que se han estudiado
diferentes factores que podrian modular dicha composicion en los primeros meses de
vida. Las comunidades bacterianas que colonizan el tracto respiratorio superior duran-
te las primeras horas de vida parecen estar relacionadas con el tipo de parto [171]. En
este sentido, la nasofaringe de recién nacidos via parto vaginal es rica inicialmente en
bacterias fecales, de la vagina y de la piel; sin embargo, los neonatos via cesarea pre-
sentan una composicion rica en bacterias de la piel o del entorno, sin observarse bac-
terias fecales [171]. En las siguientes 24 horas al nacimiento se expanden las bacterias

propias de la cavidad oral, para ser reemplazadas posteriormente a la semana de vida
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por un perfil rico en S.aureus, Corynebacterium y Dolosigranulum pigrum. Estos dos

ultimos constituyen los géneros dominantes a la edad de 6 meses.

Sin embargo, esta transicién desde un perfil rico en S.aureus a un perfil con predomi-
nancia de Corynebacterium/Dolosigranulum ocurre antes en nifios nacidos via vaginal.
Este fendmeno es incluso mds pronunciado en aquellos nifios que se alimentan con
lactancia materna exclusiva [170], probablemente porque Dolosigranulum se halla
también entre las bacterias que conforman la microbiota de la leche materna [261]. En
cambio, los nifios alimentados mediante leche artificial presentan un perfil de micro-
biota nasofaringea dominado por S.aureus durante un periodo de tiempo mas prolon-
gado [170]. En nuestro estudio, no obstante, analizamos una muestra de pacientes en
la que no existieron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los rangos
etarios y la alimentacidn mediante LM entre los diferentes subgrupos, con lo que asu-
mimos que los cambios observados a nivel de composicidon de la microbiota nasofarin-
gea bacteriana se deben a los diferentes cuadros de presentacion clinica de la infec-

cién por RV/EV.

En cuanto a la modalidad de parto, en nuestro estudio los pacientes con infeccién gra-
ve por RV/EV presentaron una mayor proporcidn de partos por cesarea que el resto de
los subgrupos. Sin embargo, no se observaron diferencias en cuanto a riqueza, diversi-
dad o composicion de géneros bacterianos entre aquellos nifios nacidos por via vaginal

y los nacidos via cesdrea.

La composicion de la microbiota nasofaringea bacteriana en los primeros meses de
vida podria tener por tanto consecuencias en esta etapa vital, particularmente en lo
gue respecta a la predisposicidn a presentar sibilancias recurrentes [167] o en la res-

puesta ante la infeccidon por nuevos agentes infecciosos.

Respecto a los diferentes perfiles de microbiota nasofaringea bacteriana en funcién de
la presentacion clinica de la infeccién por RV/EV, en nuestro estudio los nifios con ITRI
grave por RV/EV presentaron una microbiota nasofaringea significativamente menos
rica y diversa que los controles sanos. Ademas, la infeccion grave por RV/EV también
se asocid significativamente con una menor abundancia de Dolosigranulum y una ma-

yor abundancia de Haemophilus. Curiosamente, los nifios con infeccidn leve o asinto-
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matica por RV/EV mostraron un perfil intermedio entre los otros dos grupos con me-
nos abundancia de Dolosigranulum que el grupo de control sano, pero también ten-
dencias a una mayor riqueza vy significativamente menor abundancia de Haemophilus
que el grupo grave de RV/EV. Este resultado es de especial interés porque la infeccion
por RV/EV, incluso en pacientes con infeccién asintomatica, en los que podria conside-
rarse una deteccion coincidente, se asocia a cambios en la composicién nasofaringea
bacteriana, traduciendo una disbiosis gradual de ésta. Este hecho pondria en duda
definir como pacientes sanos a aquellos nifos asintomaticos portadores del virus, pero
se necesitan mas estudios longitudinales centrados en esta poblacién para dilucidar si

estos cambios son duraderos y tienen consecuencias clinicas.

Los hallazgos que se acaban de describir son similares a los previamente publicados en
trabajos realizados por nuestro grupo de investigacién, demostrando reducciones sig-
nificativas en la riqueza y diversidad de la microbiota nasofaringea bacteriana en rela-
cion con enfermedades respiratorias como la enfermedad neumocécica invasiva [179],
la infeccién por Bordetella [38], y similares a los encontrados por otros autores con
respecto a las ITRS [227] o asma [262], entre otros. La menor abundancia de Dolosi-
granulum asociada a estados patoldgicos en nifios también ha sido reportada previa-
mente [263-264]. Dolosigranulum es un género con una sola especie conocida hasta el
momento, Dolosigranulum pigrum [265]. D.pigrum pertenece a un grupo heterogéneo
de bacterias que producen lactato como principal metabolito a partir de la glucosa
[265]. Estas bacterias se han detectado principalmente en el tracto gastrointestinal,
donde ejercen numerosas funciones beneficiosas para la salud humana [265]. La colo-
nizacién del tracto respiratorio superior por estas bacterias ha sido definida como un
factor protector frente a infecciones respiratorias, asma y exacerbaciones de enferme-

dades respiratorias crénicas [179, 266-267].

Cabe destacar que, en nuestro estudio, no solo describimos reducciones en la abun-
dancia de Dolosigranulum en relacién con la infeccién por RV/EV (independientemente
de la gravedad de la enfermedad), sino también su correlacion positiva con el género
Corynebacterium, un comensal conocido de la microbiota respiratoria [268-269], y su
correlacién negativa con el género Streptococcus [270-271], que incluye Streptococcus

pneumoniae, un patdégeno oportunista comun en nifios. Una microbiota nasofaringea
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bacteriana rica en Corynebacterium spp se habia asociado a salud respiratoria en estu-
dios previos de nuestro grupo de investigacion [179], encontrandose también una co-
rrelacion positiva entre este género y Dolosigranulum, lo que invita a pensar en rela-
ciones sinérgicas entre estas bacterias, como se ha reportado en la literatura [271],
observandose que diferentes especies de Corynebacterium incrementaban la tasa de
crecimiento de D.pigrum in vitro. En este sentido, un estudio realizado por nuestro
grupo de investigacidn, en el que se caracterizé la microbiota nasofaringea de nifios y
adultos durante el confinamiento decretado por la pandemia por el SARS-CoV-2, des-
cribié una predominancia de Corynebacterium y Dolosigranulum, asi como una dismi-
nucion de patobiontes como Haemophilus y Streptococcus, reforzando el papel de es-

tos dos géneros bacterianos como representantes de salud respiratoria [272].

Las correlaciones negativas con S.pneumoniae también se observaron en estudios pre-
vios de nuestro grupo [179, 263] y en la literatura [273]. Estos hallazgos podrian aludir
a la existencia de interacciones antagdnicas entre ambas bacterias en la nasofaringe de
los niflos como posible mecanismo de prevencién de la enfermedad neumocdcica in-
vasiva. Ademas, se han llevado a cabo estudios en modelos animales que avanzan en
una futura aplicacién clinica de estas observaciones. Los modelos de ratdn in vivo han
demostrado una mayor resistencia a la infeccidn neumocécica en aquellos ratones a
los que se administré D. pigrum por via intranasal, asi como una produccién diferencial

de citocinas y una reduccidn del dafio pulmonar [274-275].

Ademas de la disminucidn de la abundancia de Dolosigranulum, los nifios con infeccién
grave por RV/EV en nuestro estudio presentaron una microbiota nasofaringea bacte-
riana con mayor abundancia de Haemophilus. Una mayor abundancia de proteobacte-
rias, especificamente del género Haemophilus, también se ha relacionado con muchas
enfermedades respiratorias, como por ejemplo el asma [276-277], asi como con una
mayor incidencia [278] y gravedad de los sintomas [279] de infecciones virales. En una
pequena serie longitudinal experimental de adultos jovenes [280], la infeccién por
RV/EV se asocidé con un aumento muy significativo de la carga bacteriana de Haemop-
hilus, lo que esta en consonancia con nuestros hallazgos. También se ha observado un
perfil similar con dominancia de Haemophilus en nifos con bronquiolitis grave e infec-

cién por RV/EV [281].
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Existe también evidencia que ha relacionado perfiles de microbiota nasofaringea bac-
teriana con predominio de Haemophilus spp con la gravedad de la infeccidén por VRS.
En este sentido, Mansbach et al. mostré que la reduccién de la carga viral de VRS du-
rante una bronquiolitis causada por este microorganismo era menos probable en suje-
tos con un perfil dominante de Haemophilus [282]. Una enfermedad por VRS mas gra-
ve se ha asociado con un perfil de microbiota nasofaringea enriquecido en Haemop-
hilus influenzae y Streptococcus [282, 188]. Sin embargo, cabe destacar que en nuestro
estudio la infeccidn por VRS, que solo se detectd en 1 (3 %) de los controles le-
ves/asintomaticos y en 22 (41 %) de los casos, no se relaciond con cambios significati-
vos ni en la diversidad alfa ni en la abundancia diferencial de géneros bacterianos, in-
cluso dentro del grupo de casos con infeccidén grave RV/EV en los que se comparo el
perfil de microbiota en funcién de la presencia o no de VRS. Por lo tanto, no hemos
observado la alta dominancia de Streptococcus reportada por otros trabajos en casos
severos de VRS. Este hecho podria implicar que la coinfeccion RV/EV + VRS presenta un
perfil de microbiota nasofaringea bacteriana propio, que difiere del previamente des-

crito cuando se da VRS en monoinfeccion.

Otro de los géneros bacterianos predominantes en nuestro estudio fue Moraxella spp.
El papel de esta bacteria en la salud respiratoria resulta controvertido, a diferencia de
lo comentado hasta ahora respecto Dolosigranulum/Corynebacterium y Haemophilus.
Algunos autores sefialan que podria tener un impacto negativo [283-285], mientras
gue otros preconizan sus efectos beneficiosos en cuanto a estabilidad de la microbiota

respiratoria y prevencién de infecciones respiratorias virales [264, 286-287].

Estos resultados contradictorios pueden explicarse por diferentes factores. En el caso
de Moraxella, parece ser que el momento de colonizacién de la nasofaringe por parte
de esta bacteria influye en su papel sobre la salud respiratoria del individuo. En este
sentido, si la colonizacidn del tracto respiratorio superior se da durante el primer mes
de vida, esto conllevaria una mayor inestabilidad y riesgo de infecciones respiratorias
[283, 285]. En cambio, si esta colonizacion se da mas alld de los 2-3 meses de vida, la
dominancia de Moraxella en la nasofaringe parece tener el efecto contrario, relacio-
nandose con resistencia a la infeccidn [174, 286]. Por otra parte, la mayoria de los es-

tudios sobre microbiota humana son incapaces de diferenciar las distintas especies de
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Moraxella, dadas las limitaciones del andlisis gen ARNr 16S para la asignacién de se-
cuencias a nivel de especie [288], y dado que se conocen hasta la fecha dieciocho es-
pecies de Moraxella distintas es de suponer que no todas tienen la misma capacidad
de producir enfermedad [289]. De hecho, en un estudio realizado por nuestro grupo se
observé que perfiles de microbiota ricos en Moraxella linconii se asociaban con salud

respiratoria [179].

A continuacidn, se analizan diferentes factores que podrian modular la composicion de
la microbiota nasofaringea bacteriana. Anteriormente hemos discutido acerca del pa-
pel que la lactancia materna y la via de parto podrian tener en este contexto. Habla-
remos ahora sobre la vacunacidn. Se ha descrito en la literatura que las estrategias de
vacunacion pueden tener efectos beneficiosos a través de la modulacién de la micro-
biota nasofaringea comensal [290]. Sin embargo, existe controversia acerca del efecto
real que las vacunas puedan tener sobre dicha microbiota. Algunos estudios defienden
gue la vacunacidn tiene tan solo un efecto directo sobre el patdgeno diana, y no sobre
el resto de microbiota comensal [291-292]. En cambio, otros estudios han demostrado
gue la vacunacién aumenta la diversidad de la microbiota nasofaringea [293] y modifi-
ca la composicion taxondmica de ésta. En nuestro estudio, el subgrupo de nifios some-
tidos a vacunacion obligatoria se caracterizé por una mayor riqueza y diversidad bacte-
riana. Estos resultados estan alineados con estudios previos de nuestro grupo [179], y
como comentabamos de la literatura [293], sugiriendo que los microorganismos del
ambiente circundante (por ejemplo, la cavidad oral) podrian ocupar el nicho nasofa-
ringeo que dejan los serotipos de bacterias incluidos en las vacunas. Es de destacar
que los nifios con infeccidn grave por RV/EV en nuestro estudio estaban menos vacu-
nados que los controles, y mostraron una menor riqueza y diversidad bacteriana, asi
como una disminucién de la abundancia de Dolosigranulum, lo que refuerza el efecto

beneficioso potencial de la vacunacion.

Se discutird ahora sobre la antibioterapia. En el segundo estudio de esta tesis se exclu-
yeron aquellos pacientes que consumieron antibidticos durante mas de 24 horas en el
momento de la recogida del aspirado nasofaringeo o en el mes previo al ingreso hospi-
talario. El consumo de antibidticos supone un importante factor confusor en los estu-

dios de microbiota humana. Se ha descrito, por ejemplo, la reduccién de géneros con
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especies tipicamente comensales, como Corynebacterium y Dolosigranulum, en el trac-
to respiratorio superior de nifios sanos con historia de consumo antibiético en los me-
ses previos [168, 175-176, 277, 294], asi como un aumento de géneros con potencial
papel patogénico como Streptococcus, Moraxella y Haemophilus [277]. En este senti-
do, se ha sugerido que los antibiéticos podrian tener consecuencias negativas en la
salud respiratoria del individuo a través de las modificaciones de la microbiota respira-
toria. Otros estudios, en cambio, han descrito fendmenos opuestos. Por ejemplo, en
un estudio se observéd una reduccion del género Moraxella y de la carga bacteriana
total en la cavidad nasal de nifilos menores de un afio tras el tratamiento con azitromi-
cina endovenosa durante 14 dias para la bronquiolitis por VRS, hecho que se correla-
cioné con un menor riesgo de desarrollar sibilancias recurrentes posteriores y mayor
salud respiratoria [295]. En esta linea, un estudio realizado por nuestro grupo identifi-
c6 mayores niveles de diversidad en la microbiota nasofaringea de nifios con enferme-
dad neumocdcica invasiva expuestos a antibidticos betalactamicos en comparacién
con los no expuestos, con una menor tasa de colonizacidon por especies del género

Streptococcus y una mayor abundancia de bacterias tipicas de la cavidad oral [296].

Finalmente, otro factor que podria alterar la composicién de la microbiota nasofarin-
gea bacteriana es la estacionalidad. En una cohorte de 96 pacientes pediatricos se ob-
servo que la microbiota nasofaringea era mas rica en bacterias pertenecientes al géne-
ro Proteobacteria y Fusobacteria durante el otoio y el invierno y, en cambio, presen-
taba mayor predominancia de bacterias del género Firmicutes y Bacteroides durante la
primavera. Ademas, la colonizacidon nasal por S.pneumoniae fue mayor durante los
meses frios y secos [297]. Sin embargo, estos hallazgos no se han confirmado hasta la
fecha en poblacién adulta, en la cual la variabilidad estacional es menos pronunciada
[269, 298]. Adicionalmente, estos datos no serian generalizables ni aplicables a nivel
global, dado que los porcentajes de colonizacidn por neumococo pueden variar en
funcién del drea geografica, especialmente en aquellas regiones donde existe un clara
alternancia entre estaciones secas y lluviosas [299-300]. En el segundo estudio de esta
tesis existid un mayor reclutamiento de pacientes del grupo que presenté una infec-
cién grave por RV/EV durante los meses de invierno; sin embargo, no se obtuvieron

diferencias significativas al analizar la composicién de la microbiota nasofaringea bac-
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teriana de aquellos pacientes reclutados durante el invierno en comparacion con los

reclutados en otras estaciones.

Los estudios que conforman esta tesis presentan una serie de limitaciones. Por un la-
do, el disefio de los trabajos incluidos tan solo permite establecer relaciones de asocia-
cion, pero no de causalidad. En este sentido, por ejemplo, y en relacién con los resul-
tados comentados del segundo articulo de esta tesis, es dificil determinar si la presen-
cia de una microbiota bacteriana nasofaringea disbiética favorece la infeccién grave
por RV/EV o, por el contrario, es la infeccidn por estos virus la que favorece estos cam-
bios en la microbiota que posteriormente conducen a la gravedad del cuadro clinico.
En este sentido, se desconoce el mecanismo fisiopatoldgico que podria explicar que la
microbiota nasofaringea bacteriana promoviera infecciones virales mds graves. La hi-
potesis mas plausible existente en la literatura es a través de un mecanismo inmuno-
modulador. Por ejemplo, existe un modelo de infeccién por RV/EV que demostré que
la incubacion de células respiratorias epiteliales con H.influenzae incrementaba los
niveles de moléculas de adhesidén intercelular y la expresion de TLR3 [301]. Otro mode-
lo de infeccion por VRS en el que también se incubaban células epiteliales con
H.influenzae no tipable mostré un incremento de los niveles de citocinas proinflamato-
rias IL-6 e IL-8 [302-303]. Sin embargo, a pesar de que el disefio caso-control del men-
cionado segundo estudio no ha permitido establecer una secuencia temporal de los
hechos, si que ha sido capaz de establecer una asociacion de diferentes perfiles de
microbiota bacteriana nasofaringea con los diferentes cuadros clinicos de la infeccion

por RV/EV en funcién de su gravedad.

Otra limitacion consiste en que, a la hora de interpretar los resultados, hay que tener
en consideracidon que el reducido tamafio muestral puede haber contribuido a una
menor potencia estadistica, lo que podria haber dificultado la deteccidon de cambios
bioldgicos mas sutiles. A pesar de ello, la escasez de estudios previos que evallen el
papel de la co-infeccidn viral en el escenario especifico de la infeccidon por RV/EV, asi
como la relacién de la microbiota bacteriana nasofaringea con las diferentes presenta-
ciones clinicas de dicha infeccién, pone en valor los resultados de esta tesis a pesar del

tamano muestral.

87



Por ultimo, la metodologia empleada en los estudios que conforman esta tesis para el
estudio de las comunidades microbianas de la nasofaringe también puede resultar una
limitacidn. Las técnicas de PCR y la secuenciacién del gen ARNr 16S carecen de capaci-
dad para discernir la viabilidad de virus y bacterias detectados, asi como tampoco
pueden aportar datos directos sobre la funcionalidad de estas comunidades. En este
sentido, cada vez es mas frecuente el estudio del metatranscriptoma, en combinacién
con la secuenciacion de amplicones o la metagendmica shotgun a la que nos referia-
mos en la introduccidn. La metatranscriptémica es capaz de analizar la expresién géni-
ca de las comunidades microbianas a estudio y ademas provee informacién comple-
mentaria sobre la funcién activa de esta comunidad [304], con lo que es probable que
en el futuro los estudios sobre la microbiota nasofaringea utilicen cada vez mas esta
metodologia. Ademas, la resolucién taxondmica a nivel de especie del gen ARNr 16S es
baja se si se utilizan regiones hipervariables en vez del gen completo, especialmente
con tecnologias de secuenciacion de lecturas cortas, como por ejemplo MiSeq de Illu-
mina, en las que se secuencian amplicones de las regiones V3-V4 del gen ARNr 16S;
dicha tecnologia fue, de hecho, la utilizada en el segundo estudio de esta tesis. Sin em-
bargo, se creyd conveniente asignar las secuencias hasta nivel de especie, en tanto que
la identificacidn taxondmica de especie refuerza la relevancia clinica de los estudios de
microbiota humana, y por ello se utilizaron programas para la asignacién especifica-
mente disenados para la clasificacién de lecturas cortas del gen ARNr 16S, con eleva-
dos niveles de identidad o confianza. En este sentido, el desarrollo futuro de las técni-
cas de metagendmica shotgun permitird mejorar la resolucién taxondmica a nivel de

especie e incluso de cepa [198].

Sin embargo, a pesar de las limitaciones comentadas, las evidencias aportadas por los
estudios incluidos en esta tesis demuestran el potencial papel que la microbiota naso-
faringea ejerceria a la hora de modular la gravedad de la infeccién respiratoria por
RV/EV en poblacion pediatrica. Existen pocos grupos que estudien dicha microbiota
como factor modulador de la salud respiratoria, y menos aun en el escenario especifi-
co de la infeccidon por RV/EV. Se trata de un campo en continua actualizacién y con
multiples perspectivas de futuro. En este sentido, el desarrollo de técnicas diagndsticas

basadas en el analisis de la microbiota nasofaringea que permitieran diferenciar de
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forma precoz aquellos nifios con mayor riesgo de presentar una infeccién grave por
RV/EV se antoja como una interesante linea de investigacion. De hecho, en el caso de
la enfermedad neumocdcica invasiva, un estudio realizado por nuestro grupo demos-
tré la capacidad de la microbiota nasofaringea para discernir entre aquellos pacientes
con infeccién bacteriana potencialmente grave de aquellos pacientes con infeccién

viral en el tracto respiratorio autolimitada y leve [178].

No obstante, la aplicabilidad de este tipo de estudios en la practica clinica diaria es aun
hoy dia complicada. Los estudios de microbiota nasofaringea basados en tecnologias
de secuenciacidn masiva presentan un elevado coste y precisan grandes requerimien-
tos computacionales, con una preparacién de librerias laboriosa y lenta. Sin embargo,
en los ultimos afios la aparicion de tecnologia de secuenciacion en tiempo (Oxford
Nanopore Technologies (MinlON-Nanopore)) real ha resuelto algunos de estos incon-
venientes, al tratarse de una alternativa menos laboriosa, mas rdpida y coste-efectiva
[207, 305], lo que podria mejorar la viabilidad de los estudios de microbiota nasofarin-
gea para su uso clinico. De hecho, existen ya algunos estudios que han evaluado la
implementacién de esta tecnologia para el diagndstico etiolégico temprano y la detec-

cion de resistencias en la practica clinica en casos aislados [306-310].

Ademads de las dificultades técnicas, otros problemas que complican la aplicacién clini-
ca de estos estudios radican en la no existencia de una composicion taxondmica cla-
ramente establecida en individuos sanos, lo que implica que la identificacién de bio-
marcadores se base en una comparacion de poblaciones de casos frente a controles
sanos [311]. Asi mismo, los cambios taxondmicos en individuos con una misma enfer-
medad no son totalmente consistentes, como consecuencia de diferencias en proce-
samiento de las muestras, extraccidn, secuenciacidn, analisis de datos, poblaciones a
estudio, o factores de confusién comentados como la exposicion a antibidticos [162,
312-313]. Por todas estas razones, el principal desafio asociado al diagndstico basado
en la microbiota radica en la validacién, lo que implica que es necesario acumular el
mayor numero de datos posible para poder definir los perfiles de microbiota respirato-

ria asociados a estados de salud y enfermedad.
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Otro campo de investigacion futura radica en el disefio de terapias destinadas a la mo-
dulacién de la composicién de la microbiota nasofaringea, con el objetivo de enrique-
cer dicha microbiota en bacterias saludables que pudieran prevenir la infeccién grave
por RV/EV. En este sentido, existe evidencia en la literatura acerca de la utilidad de los
probidticos en las infecciones respiratorias [314-315]. Los probidticos se definen como
aquellos microorganismos vivos que consumidos en cantidades adecuadas ejercen
efectos beneficiosos sobre el huésped que los consume [316]. Estas sustancias han
demostrado capacidad para reducir el nimero y duracién de episodios de infeccién
respiratoria del tracto respiratorio superior [317], mejoran el curso clinico de la neu-
monia [318], y también podrian tener un papel protector en la neumonia asociada a
ventilacién mecdnica [319]. Sin embargo, la mayoria de probidticos comercializados
hasta la fecha y empleados en la practica clinica basan su composicion en especies que
forman parte de la microbiota intestinal, como Lactobacillus o Bifidobacterium [320], y
su efecto sobre la microbiota respiratoria podria ser diferente. En este sentido, se po-
drian disefiar probidticos ricos en bacterias con un potencial efecto beneficioso mas
directo sobre la microbiota nasofaringea, como por ejemplo los que se han descrito en
los estudios incluidos en esta tesis (D.pigrum o algunas especies de Corynebacterium).
Los efectos beneficiosos de estas especies en la modulacion del sistema inmune y la
resistencia frente a patdgenos ya se han demostrado en modelos de ratones in vivo
[274-275], aunque es posible que no todas las cepas de estas bacterias puedan presen-
tar este efecto protector, como sefialan otros autores [271, 321-322], por lo que es
preciso continuar con la investigacion y caracterizacion de microorganismos que pu-

dieran representar una nueva generacion de probidticos.
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6. CONCLUSIONES

1. Los RV/EV en mono-infeccidon pueden constituir el agente etioldgico de ITRI
grave en el paciente pediatrico, especialmente en nifios de menor edad.

2. La co-infeccidn con otros virus respiratorios no resulta un factor determinante
para conferir gravedad a las ITRI por RV/EV.

3. Las especies de RV/EV no mostraron diferencias en su capacidad de causar
cuadros clinicos mas graves.

4. Se han identificado perfiles de microbiota nasofaringea bacteriana relacionados
con salud respiratoria. Estos perfiles son ricos en bacterias pertenecientes al
género Dolosigranulum y Corynebacterium, entre los que existe una correlacién
positiva.

5. Existen diferentes perfiles de microbiota nasofaringea bacteriana en funcién de
la presentacidn clinica de la infeccion por RV/EV:

5.1 Los nifios sanos sin deteccion de RV/EV presentaron una microbiota rica
y diversa, con abundancia del género Dolosigranulum vy
Corynebacterium.

5.2 Los nifios con ITRS por RV/EV presentaron un perfil de microbiota
nasofaringea bacteriana intermedio, traduciendo que no se ha producido
una disbiosis completa de la microbiota, conservando la presencia de
bacterias beneficiosas del género Dolosigranulum asi como niveles
intermedios de riqueza y diversidad.

5.3 Los nifios con ITRI grave por RV/EV presentan una microbiota menos rica
y diversa, con un predominio de bacterias del género Haemophilus, y
pérdida de géneros relacionados con salud respiratoria.
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