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1. Resumo / Abstract / Resumen

1.1. Resumo

A fibrose pulmonar idiopética ¢ unha enfermidade respiratoria que causa inflamacion e
cicatrizacion nos pulmons. Presenta sintomas similares a outras enfermidades
respiratorias, polo que para un correcto diagnéstico ¢ preciso unha biopsia e unha
tomografia computarizada de alta resolucion. Ten unha elevada mortalidade e os
doentes adoitan falecer aos 3 anos dende o diagnéstico. Accions como fumar ou
adicarse a labranza estan relacionadas coa maior predispoiiibilidade a padecer a
enfermidade. Tamén se observou relacion entre a presenza dalgins virus e bacterias coa
doenza. O obxectivo final, no que se enmarca o presente proxecto, consiste en
identificar e analizar o microbioma dos doentes de fibrose pulmonar idiopatica para
tratar de comprender a sta influencia sobre a enfermidade. No presente traballo levouse
a cabo a preparacion de 62 mostras procedentes de hisopados orofarinxeos,
broncoaspirados e de lavados broncoalveolares de doentes de fibrose pulmonar
idiopatica e de persoas sas, co fin de obter unhas mostras idoneas para proceder 4 sta

secuenciacion nunha plataforma de secuenciacion Illumina MiSeq.

Palabras chave: Fibrose pulmonar idiopatica, bacteria, microbioma, secuenciacion,

ARNr 16S.

1.2. Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis is a respiratory disease that causes inflammation and
scarring in the lungs. It presents symptoms similar to many other respiratory diseases,
so a biopsy and high-resolution computed tomography are necessary for a correct
diagnosis of the disease. It has a very high mortality and patients usually die 3 years
after diagnosis. Actions such as smoking or being a farmer are related to a greater
predisposition to suffer the disease. A relationship was also observed between the
presence of some viruses and bacteria with the disease. The final objective, in which the
present project is framed, is to identify and analyze the microbiome of idiopathic
pulmonary fibrosis patients to try to understand its influence on the disease. In the
present work, 62 samples from oropharyngeal swab, bronchoaspiration and

bronchoalveolar lavage of patients with idiopathic pulmonary fibrosis and healthy



people were prepared to obtain samples suitable for sequencing in an Illumina MiSeq

sequencing platform.

Keywords: Idiopathic pulmonary fibrosis, bacteria, microbiome, sequencing, 16S rRNA.

1.3. Resumen

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad respiratoria que causa inflamaciéon y
cicatrizacion en los pulmones. Presenta sintomas similares a otras muchas enfermedades
respiratorias, por lo que para un correcto diagndstico de la enfermedad es necesaria una
biopsia y una tomografia computarizada de alta resolucion. Tiene una muy elevada
mortalidad y los pacientes suelen fallecer 3 afios después del diagnostico. Acciones
como fumar o ser granjero estan relacionadas con la mayor predisponibilidad a padecer
la enfermedad. También se observo relacion entre la presencia de algunos virus y
bacterias con la enfermedad. El objetivo final, en el que se enmarca el presente proyecte,
consiste en identificar y analizar el microbioma de los pacientes de fibrosis pulmonar
idiopética para tratar de comprender su influencia sobre la enfermedad. En el presente
trabajo se llevd a cabo la preparacion de 62 muestras procedentes de hisopados
orofaringeos, broncoaspirados y de lavados broncoalveolares de pacientes de fibrosis
pulmonar idiopatica y de personas sanas, con el fin de obtener unas muestras idoneas

para proceder a su secuenciacion en una plataforma de secuenciacion Illumina MiSeq.

Palabras clave: Fibrosis pulmonar idiopatica, bacteria, microbioma, secuenciacion,

ARNr 16S.

2. Introducion
2.1. Descricion da enfermidade

2.1.1. Caracteristicas xerais

A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) ¢ unha enfermidade respiratoria localizada nos
pulmons e clasificada dentro das enfermidades pulmonares intersticiais (EPI) (Quinn et
al., 2019). Tratase dunha pneumonia que causa inflamacion e posterior cicatrizacion do
interior do organo. Ademais, presenta unha orixe descofiecida, referida coa palabra

“idiopatica” (Nalysnyk et al., 2012).



2.1.2. Contexto e diferentes pneumonias

Nun pasado incluianse moitas formas de pneumonias intersticiais idiopaticas dentro da
FPI, pero agora s6 unha forma concreta chamada pneumonia intersticial habitual ¢
considerada como FPI. Debido a isto, moitos dos estudos que houbo nun pasado non
poden ser empregados xa que houbo un cambio de termos e concepcion desta
enfermidade. Os diferentes tipos de pneumonias intersticiais son os seguintes (todas
precedidas polo termo “pneumonia intersticial”): habitual, descamativa, bronquiolite
respiratoria, aguda, inespecifica e organizativa criptoxénica ou bronquiolite obliterante

(Gross & Hunninghake, 2001).

2.1.3. Factores de risco

O ambiente no que se moven as persoas, entre 0s que se atopa o tabaquismo e as
microaspiracions cronicas, poden contribuir & lesion do epitelio e 4 morte celular
programada das células alveolares. Patoloxias previas tamén poden influir na
patoxénese da FPI, entre elas atopanse as infeccions viricas cronicas tales como o
herpes (King et al., 2011). Principalmente, fumar ¢ en segundo lugar a agricultura
aumentan 49.1 e 20.8 veces, respectivamente, a probabilidade de padecer a enfermidade
con respecto a unha persoa non exposta a estes factores de risco. Do mesmo xeito,
factores como estar exposto ao gando, ao po de madeira ¢ metal e a restos de rocha, area
e silice aumentan as probabilidades entre 3.5 e 5 veces, fronte a unha persoa non
exposta a estes factores (Taskar, 2006). Tamén, o factor da idade e de ser home
aumentan as probabilidades de sufrir FPI (Gross & Hunninghake, 2001; King et al.,
2011).

2.1.4. Diagnostico

Diagnosticar a unha persoa con FPI ¢ moi complexo e precisase un equipo de
profesionais interdisciplinarios para a correcta identificacion da enfermidade. Unha vez
se sabe que a enfermidade ¢ unha EPI, lévase a cabo tomografia computarizada de alta
resolucion (TCAR) e tamén unha biopsia pulmonar. Se as diias probas son positivas

pddese afirmar a presenza da enfermidade (Nalysnyk et al., 2012).



2.1.5. Cadro sintomatico

Un doente de FPI adoita presentar diferentes sintomas que se poden confundir con
outras enfermidades. Principalmente presentan dificultades respiratorias e falta de aire
sen ter feito esforzos fisicos importantes, ruido ao respirar ronco e grave, deterioro da
funcion pulmonar, inflamacion nos extremos dos dedos na metade dos casos (Nalysnyk
et al., 2012) e tose seca que non desaparece e empeora tras falar ou facer exercicio
(Vigeland et al., 2017). O refluxo gastroesofaxico esta presente de 4.5 a 9 veces mais
nos doentes de FPI que na poboacion sa (Wakwaya & Brown, 2019), polo que pode

considerarse un factor de risco.

2.1.6. Desenvolvemento

A enfermidade ten un rango de incidencia na poboacién entre 55 e 75 anos, sendo a
media do momento do diagndstico aos 66 anos (Gross & Hunninghake, 2001). A media
de supervivencia despois do diagndstico de FPI por biopsia xira en torno aos tres anos,

mais cada caso ¢ particular (King et al., 2011).

2.2. Microbioma da FPI

O microbioma do epitelio do pulmén presenta unha moi diversa comunidade de
microorganismos, en contra do que historicamente se cria. Existen diferentes xeitos
polos cales un microorganismo pode diseminar ao aparello respiratorio, sendo o mais
comun no caso da FPI as microaspiracions (Invernizzi & Molyneaux, 2019). Tusir, a
limpeza mucociliar e as defensas innatas e adaptativas son diferentes xeitos de eliminar
parte dese microbioma. Deste xeito, establécese un equilibrio entre a entrada e a saida
de microorganismos. Ainda asi, este equilibrio pode verse alterado por diferentes
factores como a dispoiibilidade de nutrientes, o pH, o osixeno, a temperatura, etc, de tal
maneira que a presenza dalgins dos habitantes do microbioma pulmonar pode verse

reducida ou aumentada (Varone et al., 2019).



2.2.1. Os virus na FPI

Os virus son o principal foco de estudo do microbioma da FPI. Crese que os
Herpesvirus son un dos principais grupos que promoven o desenvolvemento da
enfermidade, seguido doutros como o Torque Teno virus, Citomegalovirus ou o virus da

Gripe A (Invernizzi & Molyneaux, 2019).

2.2.2. As bacterias na FPI

As bacterias son outros dos actores importantes no desenvolvemento da enfermidade.
Viuse unha maior probabilidade de presentar diferentes xéneros como Haemophilus,
Neisseria, Streptococcus e Veillonella nos doentes de FPI que nas persoas sas
(Invernizzi & Molyneaux, 2019, Fastres et al., 2017). Observouse que un 89 % das
especies atopadas eran Gram-negativas, tales como Klebsiella pneumonia,
Mycobacterium tuberculosis ou Acinetobacter baumannii (Weng et al., 2019). Os
doentes da enfermidade tefien unhas comunidades microbianas menos diversas que as
persoas sas (Molyneaux et al., 2014), patron que se repite normalmente en moitas outras
enfermidades. Malia todo isto, non se ten claro se as bacterias son a causa ou unha

consecuencia posterior da enfermidade (Fastrés et al., 2017).

2.3. Secuenciacion de nova xeracion (SNX)

A secuenciacion de nova xeracion € a evolucion directa da secuenciacion polo método
de Sanger, unha técnica que ten como finalidade a determinacién da orde dos
nucledtidos nunha secuencia concreta de ADN. O método de Sanger foi creado no 1977
(Sanger et al., 1977) e permite secuenciar ata aproximadamente 1000 pb cunha
precision dun 99.999 % (Shendure & Ji, 2008), o cal non ¢ abondo para secuenciar o
xenoma completo ou multiples xenomas simultaneamente dunha soa vez. A SNX, sen
embargo, permite secuenciar cantidades da magnitude de xenomas enteiros ou de moitas
rexions de ADN 4 vez, polo que o traballo que fai corenta anos levaria cantidades

exorbitadas de horas, agora pddese facer en dous dias.



3. Obxectivos

O presente traballo enméarcase dentro dun proxecto maior que ten como finalidade
secuenciar o microbioma bacteriano a partir de mostras de doentes de FPI empregando a
tecnoloxia Illumina e un dispositivo MiSeq, que permite a secuenciacion da rexion
hipervariable do ARNr 16S de multiples individuos ao mesmo tempo (MiSeq System,
2022) para estudar a influencia das poboacions bacterianas na orixe ou no

desenvolvemento da FPI.
Para chegar a ese reto maior, no presente traballo formulamos os seguintes obxectivos:

- Obter ADN de orixe bacteriana a partir de mostras de lavado broncoalveolar
(LBA), broncoaspirado (BAS) e hisopado orofarinxeo (HOF) de doentes de FPI

e de persoas sas (controis).

- Amplificar mediante PCR a rexion hipervariable do ARNr 16S empregando o

ADN bacteriano como molde.

- Obter mostras idéneas de ADN procedente do microbioma (bacterioma) para a

sua posterior secuenciacion masiva.

4. Materiais e métodos

4.1. Recollida das mostras

Para cofiecer o microbioma de doentes con FPI e ver se hai unha relacion entre o
microbioma e esta enfermidade, empréganse mostras de doentes con FPI, nas que se
analiza o microbioma mediante tecnoloxias de secuenciacion de nova xeracion (SNX).
Precisanse mostras de doentes de FPI e de persoas sas que foron sospeitosas de padecer
FPI pero que resultaron ter outra doenza. A comparativa entre os enfermos e os sans

dara informacion sobre a influencia do microbioma na FPI.

Empregéronse tres tipos de mostras de cada persoa: LBA (lavado broncoalveolar), BAS
(broncoaspirado) e HOF (hisopado orofarinxeo). Todas estas mostras son preservadas a

-20°C en presenza de axentes que preservan os acidos nucleicos.

As mostras foron obtidas polo persoal sanitario do Servizo de Pneumoloxia do Hospital

Universitario da Corufla. Para a obtencidn das mostras de BAS e LBA faise unha



broncoscopia. Nun primeiro momento realizase o broncoaspirado e, posteriormente, o
lavado broncoalveolar. Noutro momento, cun hisopo flexible faise un hisopado

orofarinxeo, introducindo un hisopo pola cavidade oral ata a zona da gorxa.

4.2. Extraccion do ADN bacteriano a partir das mostras

Segundo se a mostra ¢ liquida (BAS e LBA) ou se esta adherida a un hisopo (HOF)

séguese un protocolo diferente ao comezo.

4.2.1. Mostras liquidas

Comezando polas mostras liquidas, desconxélanse e homoxenéizanse coa axuda dun
axitador vortex para, acto seguido, centrifugalas (5000 rpm, 2 min, 4°C). Con isto,
aparece un precipitado que non interesa ¢ un sobrenadante do que, nunha camara de
fluxo laminar na que se traballarda de aqui en adiante, se pasan 2 mL a un tubo
Eppendorf. Centrifigase o sobrenadante que se extraeu (13000 rpm, 10 min, 4°C) e

continuase coa parte comun do protocolo descrita no punto 4.2.3.

4.2.2. Mostras de hisopados

Neste caso, ao traballar con mostras adheridas a un hisopo, ¢ preciso desprender a
mostra do hisopo. Para conseguilo, dentro dunha camara de fluxo laminar, curtase o
extremo do hisopo que contén a mostra ¢ boétase nun tubo Eppendorf con 500 uL de
soro fisioloxico Braun 0.9%. Para retirar a maxima cantidade posible de mostra do
extremo, axitase o tubo 3 min a méaxima potencia empregando un vortex. Unha vez
pasado este tempo, cunhas pinzas estériles retirase o hisopo escorrendo o soro polas
paredes do tubo ata que quede seco. Centrifugase o liquido (13000 rpm, 30 min, 4°C) e

continuase coa parte comun descrita no punto 4.2.3.

4.2.3. Parte comun do protocolo de extraccion de ADN bacteriano

Unha vez feita a ultima centrifugacion, retirase o sobrenadante para quedar co

precipitado. Engadense 100 pL de auga libre de nucleasas (Ambion) ao precipitado e



mestlrase a mostra coa axuda dunha micropipeta. Logo pasanse 100 pL da mestura a un
tubo Eppendorf novo e engadense 5 uL. dun céctel enzimatico que contén lisostafina
(1.25 kU/mL) e lisozima (20 mg/mL) (Lysostaphin from Staphylococcus staphylolyticus,
Lysozyme from chicken egg white; Sigma-Aldrich) e, por outro lado, tamén se engaden
2 puL de mutanolisina (3 kU/mL) (Mutanolysin from Streptomyces globisporus ATCC
21553; Sigma-Aldrich), destinada 4 rotura das paredes bacterianas. Ao botar estes
reactivos incubanse as mostras unha hora a 37°C con axitaciéon continua (300 rpm).
Pasado o tempo, engadense 4.5 pL de Glucanex 2% (Lysing Enzymes from
Trichoderma harzianum; Sigma-Aldrich) e incubanse as mostras (300 rpm, 15 min,
60°C). Trala incubacion, engadense 50 pul. de auga libre de nucleasas (Ambion).
Despois, transfirense 150 uL. da mostra a un tubo Eppendorf novo e engadense 150 uL
dun reactivo que contén 1 puL de proteinasa K (Thermo Scientific) ¢ 150 uL dunha
solucion de lise (2X T&C Lysis Buffer) (MasterPure™ Complete DNA and RNA
Purification Kit Bulk Reagents; Epicentre) e mestirase utilizando un vortex. Incubanse

as mostras (300 rpm, 15 min, 65°C). Trala incubacion, métense as mostras en xeo 5 min.

Despois do arrefriamento en xeo, engddense 150 uL. de MPC Protein Precipitation
Reagent (MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit Bulk Reagents;
Epicentre) aos 300 puL de mostra, que xa tifiamos, e axitase 10 s nun vortex. A
continuacion, centrifiganse as mostras (14000 g, 10 min, 4°C) para que precipite unha
porcion da mostra. Recollese a totalidade do sobrenadante e pasase a un tubo Eppendorf
novo. Agréganse 500 puL de isopropanol 4 mostra e invértese o tubo entre 30 e 40 veces
para, despois, volver a centrifugar (14000 g, 30 min, 4°C). Retirase o sobrenadante con
coidado, para non desprender o precipitado da parede, engaddense 500 pL de etanol 70 %
e volvese a centrifugar (14000 g, 10 min, 4°C). Retirase o etanol e volvense engadir 500
uL de etanol 70 % para volver a centrifugalo (14000 g, 10 min , 4°C). O fin destes
lavados con etanol ¢ eliminar a maior cantidade de residuos do precipitado para quedar
co ADN o mais puro posible. Eliminase de novo o etanol, pero desta volta téntase que
non quede nada de etanol nas paredes do tubo ou na mostra xa que o seguinte paso €
centrifugar o precipitado coa tapa aberta nunha centrifuga Speed Vac (Concentrator plus,
complete system without rotor, 230 V/50-60 Hz; Eppendorf) (Modo V-AL; 1 hora).
Finalmente, resuspéndese coa axuda dunha micropipeta o precipitado, xa seco, en 35 puL
de tampon TE (MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit Bulk Reagents;

Epicentre) e deixase toda a noite a 4°C ata a mafia seguinte.



4.3. Cuantificacion do ADN.

O fin da cuantificacion de ADN ¢ determinar a concentraciéon de ADN que presentan as
mostras. Para isto, emprégase o fluorometro Qubit (Qubit 4 Fluorometer; ThermoFisher

Scientific).

Comezando, mesturase o reactivo co tampén, nunha proporcion de 1 pL de reactivo
(Qubit dsDNA HS Assay; Invitrogen) por cada 199 puL de tampoén. A partires de agora,
solucion de traballo. Engadense 190 pL de solucion de traballo a 10 uLL de estandares
(existen dous estandares, polo que empréganse dous tubos Qubit; un para cada un) e 198
uL de solucion de traballo a 2 pl. da nosa mostra. Mesturanse 3 s no vortex e déixanse
incubando os tubos Qubit 2 min a temperatura ambiente. Finalmente, introdicese o
estandar 1 no aparello, lese a concentracion, métese o estandar 2, volvese ler a
concentracion e asi formase unha recta de calibrado que se empregara para obter as
concentracions das mostras. Introdicense as mostras, fanse as lecturas e obtéfiense os

datos da concentracion de cada mostra.

4.4. Amplificacion por PCR dunha rexion do ARNr 16S bacteriano.

Esta PCR ten o propdsito de amplificar unha rexion hipervariable do ARNr 16S do
xenoma bacteriano. Para isto, empréganse uns cebadores que foron desefiados
especificamente para amplificar unha rexion hipervariable que permite discernir taxons.

As secuencias dos cebadores foron as seguintes;

Forward.

5' CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 3'
Reverse:

5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC 3'

Para facer a PCR das mostras, primeiro preparase unha mestura comun de PCR dentro
dunha cdmara de fluxo laminar. Esta mestura contén 1.25 pL de cebador forward e 1.25
uL de cebador reverse, 5 pLL de auga libre de nucleasas (Ambion) e 12.5 uLL de mestura
comercial que contén a polimerasa, o tampoén da polimerasa, nucledtidos e MgCl
(NZYTaq II DNA polymerase; NZYTech). Estas cantidades son para unha tinica mostra,

polo que se multiplica o volume polo nimero de mostras mais un (o control da PCR).



Axitase a mestura nun vortex e bdtanse 20 puL en tédolos tubos de PCR. Despois,
botanse fora da camara 5 pl de cada ADN molde a unha concentracion méaxima de 5
ng/ul en cada tubo. No caso do control da PCR, engddense 5 puL de auga libre de
nucleasas (Ambion) no canto de ADN. M¢étense tddalas mostras coa mestura de PCR no

termociclador e iniciase un programa con estas caracteristicas:
- 1 ciclo de 5 min a 95°C.

- 25 ciclos de: 30 s a95°C, 45sa 60°C e 45 s a 72°C.

- 1 ciclo de 5 min a 72°C.

- Repouso a 4°C ata recoller as mostras.

4.5. Electroforese en xel de agarosa.

Cos produtos de PCR listos, ¢ preciso analizar os datos obtidos. Con este fin faise unha
electroforese en xel de agarosa ao 1 %. Co xel xa feito, botase no primeiro pozo 6 - 8
uL de marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Thermo Scientific) e
nos seguintes pozos 2 plL das mostras produto da PCR mesturadas con 8 ul. de tampén
de carga (5X Green GoTaq Flexi Buffer; Promega). As mostras e o marcador de peso
molecular déixanse, aproximadamente 1 h cun fluxo eléctrico de 120 V para que migren
cara o polo positivo. Pasado o tempo, revélase o xel nunha camara de radiacion UV con

visualizador de xeles, de onde se toma unha fotografia.

4.6. Purificaciéon do ADN con contas magnéticas.

Despois de ver que os resultados da PCR son positivos, débese purificar o ADN para
eliminar calquera outro refugallo que non sexa o propio ADN. Para isto, purificase o

ADN empregando contas magnéticas (AMPure XP beads, Omega Bio-tek).

Nun primeiro momento, ddse unha centrifugacion dun minuto nunha minicentrifuga.
Logo, mestiranse ben as contas magnéticas uns 30 s e engadense 20 puL de contas a
cada mostra, aproveitando a punta da pipeta para mesturar cada mostra unhas 10 veces.
Deixase repousar 5 mina temperatura ambiente, sen axitacion. A continuacion, pofiense

os tubos nun soporte magnético e 2 min despois retirase o sobrenadante, quedando as
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contas magnéticas que retefien o ADN na parede do tubo madis proxima aos imans.
Engadense 200 pL de etanol 80 % recentemente preparado para lavar as contas e
eliminar os residuos da mostra. Deben estar 30 s no alcohol. Pasado o tempo retirase o
etanol e volvese engadir 200 puL de etanol. Déixanse pasar 30 s e retirase o etanol.
Seguidamente, deixase que o etanol que queda na mostra se evapore. Para isto, deixase
que as contas pasen dunha cor brillante (outorgada pola humidade) a unha cor mate; isto
dura entorno a 5 min. Unha vez secas, engadense 52.7 uL de tampon EB (Buffer EB;
Qiagen). Este tampon ten funcion de elucion do ADN. Retiranse os tubos do soporte
magnético e mestirase cada mostra con axuda dunha pipeta. Deixase repousar a mostra
2 min e ponse, de novo, no soporte magnético, no que tamén se deixa incubando 2 min.
Pasado o tempo, retiranse 50 pL da mostra xa purificada. A mostra pddese gardar a -

20°C ata o seguinte paso.

4.7. PCR de indexado.

Esta PCR ten como funcion a marcaxe de cada mostra para que logo, con axuda de
ferramentas bioinformaticas, se poda recofiecer o ADN que pertence a cada mostra. A
base disto ¢ que se agrega unha rexion cofiecida ao final de cada fragmento de ADN da

rexion hipervariable do ARNr 16S previamente amplificada mediante PCR.

Nesta PCR engédense 12.5 pLL de mestura comercial que contén a polimerasa tampon,
nucleotidos e MgCl, (NZYTaq II DNA polymerase; NZYTech), 5 uL de auga libre de
nucleasas (Ambion), 2.5 pL de mestura cos indices (as rexions que se unirdn 4 rexion
hipervariable amplificada do 16S), empregando un indice diferente para cada mostra e 5
uL do ADN molde purificado segundo o apartado anterior. Todos estes datos son para
unha mostra, polo que hai que multiplicar o volume polo nimero de mostras mais un (o
control da PCR), agas no caso dos indices, que son diferentes para cada mostra. Axitase
a mestura nun vortex e botanse 17.5 pL en todolos tubos de PCR e 2.5 pL. de mestura
con indices. Despois, botanse, fora da camara, 5 pL de ADN. No caso do control da
PCR, engadense 5 pL de auga libre de nucleasas (Ambion) no canto do ADN molde.
Introdiicense todas as mostras no termociclador e iniciase un programa con estas

caracteristicas:
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- 1 ciclo de 3 min a 95°C.
- 5ciclos de: 30 sa95°C,45sa 60°Ce45sa72°C.
- 1 ciclo de 5 min a 72°C.

- Repouso a 4°C ata recoller as mostras.

4.8. Electroforese de agarosa dos produtos da PCR de indexado.

Do mesmo xeito que no punto 4.5., faise unha electroforese para os resultados da PCR
anterior. Como neste caso se engade unha rexion extra de ADN, o peso molecular sera
maior que na electroforese anterior. Se as mostras son positivas ¢ o control da PCR ¢

negativo, poderase seguir co traballo.

4.9. Purificacion do ADN indexado con contas magnéticas.

Volvese a ter que purificar o ADN para eliminar calquera sustancia non desexada. Esta
purificacion ten algunhas modificacions con respecto & anterior, pero son unicamente no

volume dos reactivos.

Séguese exactamente o mesmo protocolo que no punto 4.6. pero ao comezo bdtanse 56
puL de contas magnéticas e ao final engadense 27.5 pL de tampén EB (Buffer EB;

Qiagen) para, finalmente, retirar 25 L de mostra. Pddese gardar a mostra a -20°C.

5. Resultados

O Servizo de Pneumoloxia do CHUAC proporcionou 62 mostras diferentes (LBA, BAS
e HOF). Ademais, fixéronse dous controis, un de BAS/LBA (numero 63; ¢ o mesmo
control para ambos tipos de mostras xa que se extraen da mesma rexion) e outro control

de HOF (numero 64), facendo un total de 64 mostras que estan descritas na Taboa 1.
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Taboa 1. Mostras de lavado broncoalveolar (LBA), hisopado orofarinxeo (HOF) e broncoaspirado (BAS)
de enfermos de fibrose pulmonar idiopatica e controis sans empregadas neste estudo. A esquerda o

numero da mostra e 4 dereita a natureza da mesma.

Namero e codigo .. Namero e codigo ..
Data da extraccion Data da extraccion
da mostra da mostra
(1) 1-LBA - (33) 33-LBA 28/04/2022
(2) 2-LBA - (34) 34-LBA 28/04/2022
(3) 3-LBA - (35) 35-LBA 28/04/2022
(4) 4-LBA - (36) 36-LBA 28/04/2022
(5) 5-LBA - (37) 1-HOF -
(6) 6-LBA - (38) 2-HOF -
(7) 7-LBA - (39) 3-HOF -
(8) 8-LBA - (40) 4-HOF -
(9) 9-LBA - (41) 5-HOF -
(10) 10-LBA - (42) 6-HOF -
(11) 11-LBA - (43) 7-HOF -
(12) 12-LBA - (44) 8-HOF -
(13) 13-LBA - (45) 9-HOF -
(14) 14-LBA - {(46) 10-HOF -
(15) 15-LBA - (47) 11-HOF -
(16) 16-LBA - (48) 12-HOF -
(17) 17-LBA - {(49) 13-HOF 02/05/2022
(18) 18-LBA - (50) 14-HOF 02/05/2022
(19) 19-LBA - (51) 15-HOF 02/05/2022
(20) 20-LBA - (52) 16-HOF 02/05/2022
(21) 21-LBA - (53) 17-HOF 02/05/2022
(22) 22-LBA - (54) 18-HOF 02/05/2022
(23) 23-LBA - (55) 19-HOF 02/05/2022
(24) 24-LBA - (56) 1-BAS 26/04/2022
(25) 25-LBA - (57) 2-BAS 26/04/2022
(26) 26-LBA - (58) 3-BAS 26/04/2022
(27) 27-LBA - (59) 4-BAS 27/04/2022
(28) 28-LBA - (60) 5-BAS 27/04/2022
(29) 29-LBA - (61) 6-BAS 27/04/2022
(30) 30-LBA 18/03/2022 (62) 7-BAS 27/04/2022
(31) 31-LBA 18/03/2022 (63) Control BAS/LBA 02/06/2022
(32) 32-LBA 28/04/2022 (64) Control HOF 02/06/2022

A continuacion procedeuse a extraer o ADN bacteriano das mostras. Logo da extraccion
cuantificouse a concentracion de ADN de cada mostra para poder continuar co

protocolo. Os resultados da cuantificacion estan descritos na Téboa 2.
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Taboa 2. Concentracions de ADN bacteriano (ng/puL) extraido a partir das mostras de lavado
broncoalveolar (LBA), orofarinxeas (HOF), broncoaspirado (BAS) de doentes de fibrose pulmonar

idiopatica e controis sans.

Numero e codigo Concentracian de Namero e codigo Concentracion de
da mostra ADN bacterianc da mostra ADN bacteriano
(1) 1-LBA 3.63 (33) 33-LBA 2.37
(2) 2-LBA 0.356 (34) 34-LBA 2.51
(3) 3-LBA 48.7 (35) 35-LBA 0.298
(4) 4-LBA 0.696 (36) 36-LBA 2.48
(5) 5-LBA 3.7 (37) 1-HOF 0.207
(6) 6-LBA 3.54 (38) 2-HOF 0.337
(7) 7-LBA 1.36 (39) 3-HOF 0.058
(8) 8-LBA 0.092 (40) 4-HOF 0.117
(9) 9-LBA 4.9 (41) 5-HOF 0.128

(10) 10-LBA 0.487 (42) 6-HOF 5.76

(11) 11-LBA 0.216 (43) 7-HOF Debaixo do limite
(12) 12-1LBA 147 (44) 8-HOF 0.095

(13) 13-LBA 35.5 (45) 9-HOF 0.216

(14) 14-1BA 41.4 (46) 10-HOF 0.339

(15) 15-LBA 53 (47) 11-HOF 0.062

(16) 16-LBA 142.5 (48) 12-HOF 0.1

(17) 17-LBA 0.17 {(49) 13-HOF 3.61

(18) 18-LBA 0.574 (50) 14-HOF 20.4

(19) 19-LBA 0.354 (51) 15-HOF 23.4

(20) 20-LBA 0.101 (52) 16-HOF 4.42

(21) 21-LBA  Debaixo do limite (53) 17-HOF 0.224

(22) 22-LBA 2.78 (54) 18-HOF 7.01

(23) 23-LBA 0.111 (55) 19-HOF 8.05

(24) 24-LBA 1.28 (56) 1-BAS 3.92

(25) 25-LBA 2.17 (57) 2-BAS 48

(26) 26-LBA 0.204 (58) 3-BAS 33.4

(27) 27-LBA 12.7 (59) 4-BAS 20.8

(28) 28-LBA 8.82 (60) 5-BAS 14.5

(29) 29-LBA 21.3 (61) 6-BAS 14.9

(30) 30-LBA 0.889 (62) 7-BAS 2.11

(31) 31-LBA 27.6 (63) Control BAS/LBA Debaixo do limite
(32) 32-1LBA 5.01 (64) Control HOF Debaixo do limite

Como se pode apreciar existen mostras cuxa concentracion supera os 5 ng/pL. Nestes
casos diltese a mostra ata acadar a concentracion anteriormente mencionada. No resto
de casos emprégase directamente a mostra na concentracion na que se atopa. As mostras

con valor “Debaixo do limite” tefien unha concentracion de ADN menor que o limite
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inferior de deteccion de ADN por parte do dispositivo. Por isto non se reflexa un valor

numérico.

Tal como aparece no apartado 4 realizaronse un total de duas reaccions de PCR. Na
primeira amplificouse a rexion desexada do xenoma e visualizouse o produto por medio
dunha electroforese en xel de agarosa. Os produtos da primeira PCR deben presentar
unha banda, cuxa intensidade dependera da cantidade de ADN, na rexion de 550 pb
(tamafio da rexion que se amplifica). Podese visualizar por riba da banda de 500 pb

(Figura 1).

15



Marcador de peso A
molecular (pb)

1000

700

500

400
300

Marcador de peso
molecular (pb)

5000
4000

3000

2000
1500

1000

700

500
400
300

9 10 11 12 13 14 15 16 C-

Figura 1. Resultados da amplificacion por PCR da rexion hipervariable do ARNr 16S bacteriano das
mostras de pacientes de fibrose pulmonar idiopatica. A esquerda, no primeiro pozo, atdpase o marcador

de peso molecular e cara a dereita as diferentes mostras repartidas en dous xeles de agarosa; A ¢ B.
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Como se pode observar na Figura 1 hai duas bandas moi claras nas mostras 1 (1-LBA) e
10 (10-LBA). Estas bandas se situan por riba da banda de 500 pb e por debaixo da
banda de 700 pb, polo que asimese que estan en torno as 550 pb e, polo tanto,
poderianse aceptar as mostras como validas, pero para iso tense que comprobar se o
control negativo da PCR saiu realmente negativo e neste caso ¢ asi. Ademais, as
mostras 7 (7-LBA) e 13 (13-LBA) presentan unha banda moi tenue, posiblemente
porque a concentracion de ADN ¢ moi baixa, pero suficiente como para consideralas
positivas. Neste caso poderiase repetir a PCR ou, se a concentracion € suficiente, pasar
ao seguinte paso. A posible explicacion de que nuns pozos se vexa tan pouco ADN ou
ningun ¢ que se fixeron moitas PCR que sairon mal por diversos motivos, sendo os

erros parte da aprendizaxe.

Na segunda PCR, que ten como funcién engadir os indices nos extremos das cadeas de
ADN, o tamafio esperado ¢ maior (660 pb) que o da PCR anterior (550 pb). Tendo en
conta este tamano, a banda debe atoparse na rexion comprendida entre a banda de 500
pb e a de 700 pb, estando un pouco mais proxima a de 700 pb. Como se pode observar
na Figura 2. Isto comprese en ambos casos, tendo bandas moi ben definidas en todas as

mostras.
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Figura 2. Resultados da amplificacion por PCR da rexion hipervariable do ARNr 16S bacteriano cos
indices das mostras de pacientes de fibrose pulmonar idiopatica. A esquerda, no primeiro pozo, atopase o
marcador de peso molecular e cara a dereita as diferentes mostras repartidas en dous xeles de agarosa; A ¢

B.

6. Discusion
A comezos deste mesmo século criase que o pulmoén era estéril polo que non se incluiu
en proxectos sobre o Microbioma Humano, non obstante estd confirmado que non ¢ asi;
existe un microbioma pulmonar. A secuenciacion de nova xeracion permitiu o avance
acelerado do recofiecemento destas comunidades, pero existe un problema: o ADN

xendmico humano, propio dos pulmodns, que estd presente cando queremos analizar o
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microbioma pulmonar. Polo tanto, un xeito de resolver este problema ¢ purificar o ADN
bacteriano. As bacterias patoxénicas pulmonares mais comuns a nivel de xénero foron

Acinetobacter sp. e Neisseria sp. (Tong et al., 2019).

As bacterias pulmonares son indicadoras da progresion da enfermidade, alteran a
inmunidade alveolar e forman parte da patoxénese en modelos animais da FPI. Unha
maior carga bacteriana esta relacionada cunha maior taxa de mortalidade. Tamén se
observou que a alteraciéon do microbioma pulmonar ¢ anterior ao peor estadio da
enfermidade e que esta alteracion continua ata o fin da enfermidade. Xunto con isto,
existen diversas razdns para que se produza a morte por FPI malia que se cria que a
principal razon era a cicatrizacion pulmonar. Unha destas razéons ¢ a insuficiencia
respiratoria asociada a inflamacion dos pulmons (O’Dwyer et al.,, 2019). O
procedemento de extraccion das mostras de LBA fai que non se poda descartar
contaminacion externa doutras bacterias, xa que se extraen mediante unha broncoscopia.
Xunto a isto, en diferentes partes do tracto respiratorio atopanse diferentes perfiles

microbianos, polo que a heteroxeneidade esta asegurada (Zimmermann et al., 2017).

A heteroxeneidade do microbioma pulmonar en doentes de FPI estimula a lesion
alveolar repetitiva, un factor moi importante dentro da patoxénese da enfermidade.
Unhas posibles responsables desta heteroxeneidade son as comunidades bacterianas das

vias respiratorias inferiores (Molyneaux et al., 2014).

Outros investigadores (Spagnolo et al., 2019) observaron unha relacion entre o
microbioma intestinal ¢ pulmonar. Ambos microbiomas participan na funciéon inmune e
comparten parte dos organismos observados. Malia isto, non se observou, ata o

momento, efecto dos metabolitos microbianos no desenvolvemento da IPF.

Existe pouca informacion acerca do tratamento da IPF, fora de transplantes pulmonares
ou antibidticos de amplo espectro, pero cada vez tense mais claro que o microbioma
pulmonar, tanto bacteriano como viral, ten un impacto moi elevado no desenvolvemento
da enfermidade. Malia isto, ainda se precisa unha maior investigacion e caracterizacion
para determinar o efecto completo do microbioma xa que organismos como os fungos

ainda non foron o suficientemente estudados (Invernizzi & Molyneaux, 2019).

No presente traballo realizouse con éxito a obtencion e purificacion de ADN bacteriano
e a amplificacion con indices das rexions hipervariables do ARNr 16S de mais de 60

mostras de diferente orixe de pacientes de FPI e persoas sas (controis) de tal forma que
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estas poderan ser secuenciadas empregando unha plataforma Illumina MiSeq nun futuro

para levara a cabo o analise do microbioma.

7. Conclusions / Conclusions / Conclusiones

7.1. Conclusions
- Extracuse o ADN bacteriano dun conxunto de 64 mostras de BAS, LBA ¢ HOF de

doentes de FPI e controis sans.

- Realizouse unha primeira amplificacion por PCR dunha rexion hipervariable do ARNr

16S bacteriano.

- Obtivose unha coleccion de mostras de ADN procedentes dunha rexion do ARNr 16S
bacteriano aptas para proceder coa sua secuenciacion futura destinada ao estudo do

microbioma e 4 sua interaccion coa fibrose pulmonar idiopatica.

7.2. Conclusions
- Bacterial DNA was extracted from a set of 64 BAS, LBA and HOF samples from IPF

patients and healthy controls.

- A first PCR amplification of a hypervariable extension of bacterial 16S rRNA was

performed.

- A collection of DNA samples from a region of bacterial 16S rRNA suitable for further
sequencing was obtained for the study of the microbiome and its interaction with

idiopathic pulmonary fibrosis.

7.3. Conclusiones
- Se extrajo el ADN bacteriano de un conjunto de 64 muestras de BAS, LBA y HOF de

enfermos de FPI y controles sanos.

- Se realizd una primera amplificacion por PCR de una extension hipervariable del

ARNr 16S bacteriano.
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- Se obtuvo una coleccion de muestras de ADN procedentes de una region del ARNr
16S bacteriano aptas para proceder con su secuenciacion futura, destinada al estudio del

microbioma y a su interaccion con la fibrosis pulmonar idiopatica.
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