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-El interés creciente por la microbiota queda reflejado en el aumento de becas, publicaciones,
patentes y ensayos clinicos en la Ultima década?. En este tiempo se han invertido > $1.700 mill. en
la investigacion del microbioma humano. El valor actual de los productos e intervenciones basados
en el microbioma humano para uso diagndstico y terapéutico oscila $275 y $400 mill y se espera
que crezca a $750-1.900 mill en 20242

Primero se caracterizaron las comunidades microbianas (microbiota) y sus genes (microbioma) en
numerosas zonas del cuerpo en sujetos adultos sanos para posteriormente estudiar la dindmica
longitudinal de estas comunidades en pacientes con diabetes, enfermedad inflamatoria intestinal
(EN) y en la infancia. Actualmente, se integran los datos de la composicidn de la microbiota con las
funciones metabdlicas para tener una visién integradora del papel de la microbiota en el desarrollo
de multiples enfermedades. (Diapositiva 4).

-Las técnicas (Culturomica) mas empleadas para el de estudio de la microbiota son*: Metagendmica:
todos los genomas de las poblaciones de microorganismos presentes en un ecosistema
determinado de una muestra obtenidos mediante secuenciacién masiva basada en el gen de la
subunidad 16 del RNA ribosomal (1500 nucledtidos) presente en todas las bacterias, que permite
identificar todos los taxones hasta el nivel de especie. (454 pyrosequencing, lon Torrent Personal
Genome Machine, Illumina MiSeq o HiSeq y Applied Biosystems SOLiD); Metatranscriptomica:
describe los genes activos y sus funciones en una comunidad bacteriana mediante la secuenciacién
completa del ARN, y el analisis de la expresiéon diferencial de vias metabdlicas utilizando
herramientas como HUMANN2; Metaprotedmica y meta-metaboldomica: caracterizacidn exhaustiva
de hasta 50.000 proteinas (cromatografia liquida y espectrometria de masas) y 50.000 metabolitos
(<1,500 Da) (cromatografia+ espectrometria y espectroscopia por resonancia magnética protonica)

producidos por las comunidades microbianas presentes en las heces®. (Diapositiva 5).
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-Los datos procedentes de la culturémica son analizados mediante procedimientos bioinformaticos
(QIIME, mothur, DADAZ2), que agrupan las secuencias del gen del ARNr 16S en unidades taxonédmicas
operativas (OTUs), que seria un equivalente del concepto de especie bacteriana o, utilizando
algoritmos mas recientes que tienen en cuenta el error de la plataforma de secuenciacién utilizada,
y dividen estas secuencias en variantes de secuencias de amplicones, que se clasifican
taxondmicamente mediante la comparacién con secuencias homodlogas descritas en diferentes
bases de datos publicas (RDP: https://rdp.cme. msu.edu/, Greengenes:
http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nphindex, cgi et Silva: https: https://www.arb-silva.de/; Genome
(NCBI)). Para la metagendmica, metaprotedmica, metaboldmica y metatranscriptémica existen
herramientas y bases de datos especificas como MetaPhlAn2 para perfilar la composicidn de las
comunidades microbianas o KEGG, SEED y PICRUST2 para perfilar los datos funcionalmente3~.
(Diapositiva 6).

-La diversidad alfa representa el nimero de OTUs dentro de la misma muestra. Puede estimarse
mediante indices de riqueza que sélo tienen en cuenta el nimero de OTUS en la muestra (riqgueza
especifica) o también estiman las OTUs que no se observan (CHAO1) o mediante indices de
diversidad alfa, que miden la riqueza y la uniformidad de la muestra, y que se ponderan segun la
abundancia relativa de las especies presentes (Shannon; Simpson inverso) o su distancia filogenética
(diversidad filogenética de Faith). La diversidad beta representa la variedad de OTUs entre varias
muestras ponderada por la abundancia relativa de taxones (Bray-Curtis), por la presencia o ausencia
de taxones (UNIFRAC) o por el parentesco filogenético (UNIFRAC ponderado). El indice de Jaccard,
o coeficiente de similitud, es otra medida cualitativa que no considera las abundancias relativas,
sino la presencia/ausencia de taxones®®. (Diapositiva 8).

-La importancia del microbioma para la salud y el desarrollo humanos es indudable. Aunque mas
del 90% de las enfermedades se han relacionado con alteraciones del microbioma, aun no hay
acuerdo en la definicién de un microbioma saludable o cdmo definir uno deteriorado. Hoy se acepta
gue dos tercios de la microbiota es propia y especifica de cada individuo, que compartimos un tercio
de nuestra microbiota con otros seres humanos, que sélo una pequefia fraccion del total de taxones
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parece estar presente en todos los puntos temporales y que muchos mas taxones son miembros
persistentes pero no permanentes de la microbiota de un individuo’.

Diferentes combinaciones y proporciones de microorganismos pueden dar lugar a una situacion
estable de salud, o por el contrario asociarse con una enfermedad en ese individuo. Se estan
definiendo cambios comunes a enfermedades especificas que estarian presentes en la mayoria de
individuos. Estos cambios incluyen alteraciones metagendmicas y metabidticas que se asocian con
alteraciones en rutas metabdlicas en la fisiologia del huésped. Por ejemplo, los pacientes con
enfermedad de Crohn vy colitis ulcerosa producen un nimero reducido de familias de proteinas del
microbioma que sus controles y los sujetos con cancer colorrectal albergan un mayor nimero de
familias de proteinas®.

Entre el 40 y el 70 % de los genes microbianos no tienen una funcién conocida como tampoco
podemos cultivar el 70% de las bacterias predichas en los metagenomas. Sabemos poco sobre como
interactian los microbiomas de diferentes regiones del cuerpo entre si, y sobre como las
comunidades de microbios funcionan como un todo y cémo son las relaciones entre los diferentes
microbios®. (Diapositiva 9).

-La microbiota intestinal representa el 95% de las bacterias del cuerpo humano, pesa 2kg y esta
compuesta por 100 billones de microbios (x1.3 el nimero de células del cuerpo humano??),
representados por mas de 2000 especies bacterianas diferentes que pertenecen al dominio
filogenético Bacteria’'*2. El microbioma intestinal supera en nimero a los genes al genoma humano
en una proporcion de 150:1. Ademas de bacterias, nuestro microbioma también contiene otros
procariotas como Archeas metanogénicas (dominio Archaea), al menos 5 virus y bacteriéfagos por
cada bacteria, y eucariotas como multiples especies de hongos (dominio Eucarya).

Las bacterias del intestino humano pertenecen en su mayoria a 10 filos, dominando los
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria, siendo los dos primeros casi el 90% de
las  bacterias’®>. Se han descrito 127 géneros comunes a todos los seres
humanoscomo Blautia,Coprococcus,Ruminococcus, Bacteroides, Faecalibacterium, streptococcus y

Oscillospira. (Diapositiva 10).
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-Los géneros mas abundantes de la microbiota intestinal son Bacterioides (10-15%) seguidos de
Eubacterium, Faecalibacterium, Alistipes, Ruminococcus y Roseburia (0.5-1.5%), todos
pertenecientes a los filos Firmicutes o Bacterioidetes. Las especies mas abundantes son Bacteriodes
doreivulgatus, Bacteriodes uniformis (5-10%), Alistipes putredinis, Eubacterium rectale, Bacterioides
ovatus y otra docena de especies de los filos Firmicutes o Bacterioidetes seguidos de decenas de

especies cuya abundancia relativa es aproximadamente del 0.1%**. (Diapositiva 11)

-La composicion de la microbiota difiere entre segmentos. Los estudios con cultivos tradicionales
indican que el nimero de bacterias aumenta desde el duodeno (103), pasando por el ileon (107)
hasta el colon (10%2). Ademads, en la parte alta del intestino predominan las bacterias gram+
parcialmente aerdbicas, mientras que en el ileon terminal y colon dominan las gram- y anaerobias
estrictas!>1®

-Con las nuevas técnicas, como la secuenciacion masiva y el analisis bioinformatico y el
advenimiento de nuevos métodos para aislar la microbiota del intestino delgado (luminal y mucosa),
en condiciones mas asépticas, evitando la contaminacidn cruzada al aspirar el contenido intestinal
(cépsulas inteligentes'”!®, Brisbane aseptic biopsy device y Reimagine Study!®?%, estamos
empezando a descifrar las importantes diferencias entre la microbiota del tracto digestivo superior

e inferior. (Diapositiva 13).

-En comparacion con las heces, el microbioma duodenal muestra una mayor abundancia relativa de
los filos Firmicutes (~ 55%), Proteobacteria (~ 21%), Fusobacteria, Actinobacteria y TM7 y una
disminucion significativa de Bacteroidetes y Verrucomicrobia, con diferencias en mas de 2000
OTUs?.Los géneros predominantes en el tracto gastrointestinal superior (Gemella, Veillonella,
Neisseria, Fusobacterium, Streptococcus, Prevotella, Pseudomonas y Actinomyces) son muy
diferentes a los del ileon terminal y colon (Faecalibacterium, Ruminococcus y Bacteroides) y se
parecen mas a los de la saliva que a los de las heces??. De hecho, en pacientes con problemas
digestivos funcionales, los 23 géneros bacterianos mas prevalentes en duodeno también se

encuentran en la saliva®.
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Las comunidades bacterianas del tracto gastrointestinal superior se caracterizaron por una mayor
riqueza, y heterogeneidad que las del tracto gastrointestinal inferior, con concentraciones
bacterianas que varian entre 10% y 10°, dependiendo si son sanos o enfermos. En pacientes con
sobrecrecimiento bacteriano, bacterias como Klebsiella, Escherichia, Enterococcus y Clostridium
desplazan a los anaerobios estrictos en el duodeno, lo cual se asocia con sintomas digestivos mas

severos?®. (Diapositiva 14).

-En el yeyuno e ileon la carga bacteriana varia entre 1,5 x 10°a 3,1 x 10’ OTUs/mL con una diversidad
alfa/beta similar entre segmentos. Los principales filos son Firmicutes, Proteobacterias y
Actinobacterias, que en conjunto representan casi el 90% de la abundancia relativa total, siendo las
Proteobacterias mas abundantes en el yeyuno que en el duodeno. Las cinco clases dominantes son
Bacilos y Clostridios, gammaproteobacterias, actinobacterias y fusobacterias. Las familias mas
abundantes en todos los segmentos son Streptococcaceae (26%) y Enterobacteriaceae (21%).

La microbiota yeyunal también se parece a la de la placa dental y la saliva a nivel de filo, pero no a
nivel de género o especie, siendo los anaerobios facultativos Streptococcus, Escherichia y

Haemophilus los géneros dominantes?%?4, (Diapositiva 15).

-Hay muchos factores que intervienen en el desarrollo de la microbiota del lactante como la edad
gestacional de la madre, el modo de parto, la composicidn de la microbiota materna, la exposicién

a antibidticos y toxinas, y en general las practicas de alimentacién temprana?°. (Diapositiva 16).

-El periodo entre la concepcién y los 2 aifos de edad es una ventana critica definida por la rdpida
maduracion de las vias metabdlicas, endocrinas, neuronales e inmunitarias, cuyo desarrollo
depende en gran medida de la correcta colonizacion de la microbiota intestinal que puede
determinar la salud a lo largo de la vida y entre generaciones?®.

La microbiota del recién nacido por parto natural se asemeja a la microbiota vaginal de la madre,
dominada por Lactobacillus, mientras que las microbiota de los bebés nacidos por cesarea se
asemejan mas a la microbiota cutanea, que estd dominada por Staphylococcus, Corynebacterium y

Propionibacterium?’.
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El establecimiento de la microbiota intestinal sufre dos grandes transiciones en la infancia. La
primera, después del nacimiento con la lactancia, dirigida por Bifidobacterias. La segunda, durante
el destete, con la introduccion de alimentos sélidos y la continuacién de la alimentacién con leche
materna, con el establecimiento de un microbioma complejo de tipo adulto dominado por los filos
Bacteroidetes y Firmicutes. Estas alteraciones continlan hasta los tres afios de edad v,
posteriormente, los seres humanos adquieren microbiotas intestinales estables conocidos como

enterotipos, dominados por Bacteroides o Prevotella o Ruminococcus®®. (Diapositiva 17).

-La microbiota materna es el mayor determinante de la formacién del sistema inmunitario del bebé
a través de la liberacion de sefales moleculares que contribuyen a la expansién de los sistemas
inmunitarios innato y adaptativo?®. y a su vez la microbiota determina el desarrollo del sistema

nervioso y endocrino®. (Diapositiva 18).

-En el adulto, la microbiota desarrolla funciones metabdlicas como la fermentacion de los residuos
alimentarios no digeribles y del moco enddgeno, la recuperacidon de energia en forma de acidos
grasos de cadena corta, la absorcion de iones, la produccion de vitamina B3, B5, B6, B12, K, biotina,
tetrahidrofolato, vit D y la absorcién de hierro, entre otras. También tiene funciones defensivas
como la proteccidn contra los agentes patdgenos y el reforzamiento de la barrera intestinal, y
funciones tréficas, como el control de la proliferacién y diferenciacién de las células epiteliales y el
desarrollo del sistema inmunitario, nervioso y endocrino, funciones neuroldgicas mediante la
produccién de sustancias neuroactivas, y practicamente puede intervenir en el desarrollo y

regulacion de cualquier proceso morboso313233, (Diapositiva 19).

-En el adulto, factores como la secrecidon de acido gdstrico, la produccién de slgA y de péptidos
antimicrobianos, la motilidad gastrointestinal, los antibidticos, los inhibidores de la bomba de
protones y casi cualquier firmaco pueden afectar a la composiciéon de la microbiota34. Otros
factores, como la geografia, la edad, el sexo, la genética, el peso, el estrés, el ejercicio fisico, el
tabaco, el alcohol, el suefio también influyen en la microbiota. Pero el factor més determinante es
la nutricidn, ya que se ha visto que el consumo de proteinas animales, azlcares, grasas saturadas,

emulsionantes y edulcorantes artificiales favorecen una microbiota desequilibrada vy
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proinflamatoria, y el desarrollo de enfermedades inflamatorias, metabdlicas, alérgicas vy

autoinmunes®®, mientras que... (Diapositiva 21).

-La alimentacion rica en semillas, cereales, fruta, y verdura, esta asociada con una mayor riquezay
diversidad de la microbiota, como se ha visto comparando la microbiota de nifos que viven en USA

o Italia con nifios que viven en poblaciones rurales de Africa o sudamérica3®3’. (Diapositiva 22).

-La disbiosis intestinal es un desequilibrio cuantitativo y cualitativo en la composicién y funcién
normal de la microbiota intestinal que se relaciona con sintomas gastrointestinales y con una
alteracion de la homeostasis inmunitaria y metabdlica y es el hallazgo mds comun subyacente a la
mayoria de enfermedades humanas.

A diferencia del SIBO, en la disbiosis los cambios en la abundancia relativa afectan presumiblemente
a numerosas especies bacterianas, aunque la magnitud de los cambios cuantitativos individuales es
menor que en el SIBO.Asi, en comparacion con los controles sanos, los pacientes con sintomas como
diarrea, distension y dolor abdominal muestran diferencias significativas en la diversidad a/B, que
incluyen una disminucion significativa de Porphyromonas, Prevotella y Fusobacterium y una menor
diversidad filogenética, riqueza y uniformidad de la microbiota3?. Los principales determinantes de
la disbiosis en los pacientes sintomaticos fueron la edad > 50 afios, el uso de antibidticos e
inhibidores de la bomba de protones y la cirugia gastrointestinal. Las vias asociadas con el
metabolismo de los azlcares simples estaban enriquecidas en los pacientes sintomaticos, mientras
gue las vias de degradacién de los hidratos de carbono complejos eran mas frecuentes en los

individuos sanos. (Diapositiva 23).

-Algunas intervenciones dietéticas, prebidticos, probidticos, simbidticos, antibidticos y trasplante
de microbiota fecal son terapias establecidas, aunque en evolucién. Asi, por ejemplo, ya disponemos
de datos sdlidos que indican una respuesta sintomatica prolongada (78%), de hasta 3 afios, en
pacientes con intestino irritable sometidos a transplante fecal (via oral y rectal, dosis altas y
repetidas)®®. La terapia con fagos ya se estd ensayando en el control de infecciones

multirresistentes, en el cdlera, la enf. de Crohn y para limpiar el agua del mar y de los rios*%4?,
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Gracias al estudio de la microbiota, hoy disponemos de biomarcadores diagndsticos como la
disminucion en la abundancia de bacterias productoras de butirato, indicativa de la diabetes de tipo
2 o el aumento de Fusobacterium y Porphyromonas, indicador de cancer colorrectal. También
podemos estratificar a los pacientes de acuerdo a su microbioma para dirigir terapias existentes,
como la dieta FODMAP o la respuesta a quimioterapia, y para perfeccionar las respuestas a las
vacunas e inmunoterapia para el melanoma, seleccionar donantes para el trasplante fecal o

monitorizar la respuesta clinica a probidticos*?. (Diapositiva 25).

-Ademads, se esta desarrollando el campo de la mimética del microbioma, que incluye cualquier
intervencion que reproduzca la interaccién entre el microbioma y el huésped, que produzca un
resultado terapéutico beneficioso. La mayoria de las investigaciones se han centrado en los
postbidticos, que son moléculas o componentes de las bacterias que confieren un beneficio para la
salud. Dentro de los postbiéticos hay dos clases principales: los paraprobiéticos, componentes no
viables de las bacterias, incluidas las proteinas bacterianas y polisacaridos, y las férmulas infantiles
fermentadas, sindo los &cidos grasos de cadena corta, el candidato mas avanzado3. Otras opciones
prometedoras en desarrollo son los antimicrobianos y probidticos avanzados, personalizados y de

alta precision. (Diapositiva 26).
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