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GLOSARIO

Biomarcador: caracteristica (ej: conjunto de genes o de especies) que de forma objetiva
logra ser indicadora de procesos biologicos normales, procesos patogénicos, o
respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica.

Clado: es una agrupacion que contiene un antepasado comun y todos sus
descendientes, ya sean vivos o extintos. Es sinonimo de grupo monofilético.

Coevolucidén es el fendmeno de adaptacion evolutiva que ocurre cuando dos o mas
especies se afectan reciprocamente de distintas formas.

Comensal: organismo que saca provecho de otro sin provocar algun tipo de perijuicio.
Contig: reads que han sido ensamblados juntos.

Disbiosis: desbalance del equilibrio normal en la microbiota intestinal que puede
conducir a una enfermedad.

Especie molecular: conjunto de organismos que se agrupan unicamente en base a la
identidad de sus secuencias de ADN. Este concepto se prefiere sobre el de especie
biolégica ya que, en organismos procariotas, este ultimo es difuso por la transferencia
horizontal de genes entre grupos filogenéticamente distantes, y debido a que no se
puede hablar de aislamiento reproductivo en organismos que tienen reproduccion
asexual. En consecuencia, se ha optado por la identificacion molecular y las “especies”
(mejor llamadas unidades taxondmicas operativas, por sus siglas en inglés OTUs) se
definen a partir de un porcentaje de identidad en las secuencias de ADN (usualmente,
mayor o igual al 97%).

indice de masa corporal: es una medida del estado nutricional de una persona; se
define como el peso en kg/estatura en m al cuadrado (kg/m?). En otras palabras, indica
la cantidad de masa de una persona para una estatura dada. Cuando este indice esta
entre 18.5 y 24.9 kg/m? se considera que una persona tiene un peso adecuado; entre
25.0 y 29.9 kg/m? sobrepeso y >30 kg/m? obesidad.

Parafilético: es un grupo que incluye al ancestro comun de sus miembros, pero no a
todos los descendientes de este.



Polifilético: un grupo constituido por la unién artificial de ramas dispersas del arbol
evolutivo.

Secuencia quimérica: secuencia formada a partir de dos 0 mas secuencias unidas entre
si. Las secuencias quiméricas se forman durante la PCR.

Read: secuencia de ADN que se obtiene al final del proceso de secuenciacion. Esto, en
ultima instancia, es la secuencia de una seccién de un fragmento unico de ADN.

Valor selectivo: representacion cuantitativa de la seleccidén natural dentro de un contexto
evolutivo. Esto puede estar dado respecto a un genotipo o a un fenotipo en un entorno
dado. En cualquier caso, describe el éxito reproductivo individual y es igual a la
contribucion media al acervo genético de la siguiente generacion que es hecha por
individuos del genotipo o fenotipo especificado.



RESUMEN

La paradoja existente entre la altisima variacion entre individuos en la composicion
microbiana del intestino humano y la homogeneidad en el potencial funcional de tal
variedad de especies conduce a explorar la existencia de un nucleo microbiano comun
a un grupo de individuos. Dicho concepto permitiria entender la fraccion minima de
especies y/o funciones que tienen que estar presentes en la microbiota intestinal para
que el hospedero funcione adecuadamente. Con este trabajo se hace una exploracion
del nucleo microbiano a partir de datos de la caracterizacion de la microbiota intestinal
de 441 colombianos. Este analisis esta basado en conceptos de la ecologia tradicional,
como lo son la composicién, las relaciones filogenéticas y la membresia de las especies
presentes en la comunidad. En esta tesis se encuentra que en la cohorte muestreada no
existen unidades taxondmicas operativas (OTUs) compartidas por el 100% de los
individuos. Sin embargo, se detectaron cuatro OTUs en el 99% (Escherichia coli,
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia faecis y Blautia sp.) y 19 OTUs en el 95% de los
individuos. A partir de los datos de abundancia se encontré que las OTUs que mas
prevalecen en la microbiota intestinal de los colombianos son de taxa dominantes.
Respecto al potencial funcional hallado bajo distintos parametros de prevalencia y
abundancia, los analisis hechos exponen una serie de modulos metabdlicos sobre-
representados a medida que se consideran parametros mas estrictos. En conclusion, a
pesar de la alta riqueza de especies y la alta variabilidad entre individuos, el analisis de
los diferentes nucleos de membresia, composicion, filogenético y funcional indican que
las 19 OTUs compartidas por el 95% de la cohorte de estudio, junto con sus funciones
metabdlicas, representarian el nucleo microbiano de la poblacién colombiana.

PALABRAS CLAVE: Microbiota intestinal, poblacion colombiana, biomarcadores,

nucleo microbiano.



INTRODUCCION

Nuestro cuerpo alberga un amplio y poco explorado mundo microbiano, conocido
como la microbiota humana (The Human Microbiome Project Consortium, 2012). Este
complejo de microorganismos simbiontes tiene un rol integral en aspectos de la salud y
la fisiologia humana. En particular, la microbiota del intestino es un eficiente y complejo
biorreactor natural, el cual es reconocido como un componente clave para la homeostasis
del tracto gastrointestinal (de Vos & de Vos, 2012; Sonnenburg, Angenent, & Gordon,
2004; Tap et al., 2009). Esto, dado que la vasta mayoria de microorganismos que habitan
alli codifican funciones metabdlicas que la especie humana no ha tenido que evolucionar
por si misma (Backhed, Ley, Sonnenburg, Peterson, & Gordon, 2005; Ley, Peterson, &
Gordon, 2006; Simpson & Campbell, 2015).

Diversos estudios han establecido que el cambio en la composicién y abundancia
de este conjunto de microorganismos en el intestino de un individuo puede generar
susceptibilidad a determinadas patologias o algunas infecciones (The Human
Microbiome Project Consortium, 2012). Por tanto, la estabilidad de las comunidades
microbianas que habitan en el intestino puede ser pensada como una propiedad
descriptiva de la salud humana. Dicha estabilidad ecoloégica puede estar dada por la
composicion o el perfil funcional de estas comunidades, las cuales van a favorecer al
hospedero (Backhed et al., 2012). Consecuentemente, es preciso sugerir posibles
biomarcadores' de la salud humana, los cuales, en esencia, pueden ser representados
por un grupo de especies moleculares comunes en un grupo de individuos
aparentemente saludables.

Aunque el concepto de nucleo microbiano parece intuitivo (las especies
moleculares compartidas por un grupo de individuos), no existe una definicién formal y
universal para éste (Salonen, Salojarvi, Lahti, & de Vos, 2012). Es por ello que Shade &
Handelsman (2012) presentan un marco conceptual novedoso para la identificacion de
especies comunes a un habitat, el cual se encuentra basado en los conceptos tedricos
de la ecologia tradicional. Estos conceptos permiten comprender la complejidad de la
microbiota-nucleo y avanzar en la comprensiéon del papel de estos microorganismos y
sus funciones dentro del intestino (Shade & Handelsman, 2012). Adicionalmente, la
busqueda de un nucleo microbiano se ve sustentada por la paradoja existente entre la
altisima variacion inter-individual en la composicion microbiana y la homogeneidad en el
potencial funcional de tal variedad de especies (Tap et al., 2009; The Human Microbiome
Project Consortium, 2012). Esto conduce a explorar si, a pesar de dicha diversidad
filogenética, existe un conjunto de especies comunes a todos los individuos de una

" Los términos que aparecen en el glosario se sefialan por primera vez con el formato negrita.
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poblacion, lo que demostraria que, aunque exista una redundancia a nivel funcional,
habria un grupo de especies esenciales para el funcionamiento adecuado del organismo
y la manutencion de la vida misma del hospedero. Este trabajo tiene como objetivo hacer
una busqueda del conjunto de grupos bacterianos comunes a la poblacion colombiana,
empleando conceptos novedosos del nucleo microbiano.
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JUSTIFICACION

El tracto gastrointestinal de los seres humanos es un ambiente rico y habitado
hasta por 100 billones (10') de microorganismos que, en conjunto, conforman la
microbiota intestinal (Whitman, Coleman, & Wiebe, 1998). En consecuencia, actualmente
se reconoce el microbioma intestinal (es decir, el conjunto de microorganismos y sus
genes) como el segundo genoma de la especie humana, el cual es determinante para
moldear algunos rasgos fenotipicos y aspectos de salud y enfermedad que, incluso, se
creian que estaban directamente asociados con la carga genética humana (Grice et al.,
2012; The Human Microbiome Project Consortium, 2012; Turnbaugh & Gordon, 2009).

La microbiota se puede entender, entonces, como un biomarcador de salud y
enfermedad; asi, podrian plantearse estrategias de modulacién para contrarrestar una
afeccion a través de la intervencién sobre esta comunidad microbiana. Sin embargo,
tales estrategias no son evidentes puesto que existe una paradoja entre composicion
(qué especies hay) y funcion (qué hacen esas especies): la composicion microbiana
entre personas saludables es altamente variable mientras que existe una redundancia
en los rasgos funcionales de estos microorganismos (The Human Microbiome Project
Consortium, 2012). Por tanto, la exploracion de un nucleo de especies comun a un grupo
de individuos sanos es de interés para entender la fraccidén de especies que tienen que
estar presentes en la microbiota intestinal para que el organismo funcione
adecuadamente (Tap et al., 2009; The Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Otra razdn que impulsa esta investigacion es que la mayor parte de estudios sobre
la microbiota humana se han centrado en poblaciones estadounidenses o europeas
(Arumugam et al., 2011; Qin et al., 2010; The Human Microbiome Project Consortium,
2012; Turnbaugh & Gordon, 2009), dando asi una vision limitada y sesgada de la
microbiota intestinal humana; mas aun, considerando que existen multiples estudios que
evidencian como el nucleo filogenético y la composicién de la microbiota difiere entre
individuos y poblaciones conforme a factores dietarios, el contenido genético del
hospedero, la edad, el origen étnico y la geografia (Falony et al., 2016; Qin et al., 2010;
Tap et al., 2009; Yatsunenko et al., 2012). En particular, la investigacién llevada a cabo
por Escobar et al., (2014) sobre la microbiota intestinal de los colombianos permite
evidenciar cdmo la composicién de las comunidades microbianas de esta poblacién
difiere significativamente de los americanos, europeos y asiaticos. En consecuencia,
resta por conocer qué comparten estas comunidades con otras poblaciones de
hospederos al incluir esta nueva poblacion de estudio. Todo ello, con el fin de contribuir
al conocimiento de base sobre el papel que cumplen estos microorganismos en la salud
de los colombianos para futuras intervenciones clinicas con moduladores de la
microbiota.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la microbiota intestinal comun a la poblacién colombiana a partir de datos de
secuenciamiento de una unidad variable del gen 16S ADNTr.

Objetivos especificos

Evaluar los criterios de inclusidn para la determinacion de la microbiota nucleo a través
de una busqueda exhaustiva de informacioén bibliografica.

Implementar el método de inclusién para la determinacién de la microbiota intestinal
nucleo de la poblacién colombiana a partir de una rutina propia creada en la herramienta
computacional R.

Determinar el nucleo microbiano considerando distintos subconjuntos de la poblacién de
estudio (de acuerdo al indice de masa corporal, al origen geografico y al género).
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MARCO TEORICO

Nuestro cuerpo alberga una amplia diversidad microbiana, conocida comunmente
como la "microbiota humana". Estos microorganismos superan en numero nuestras
propias células y estan intimamente asociados con nuestros tejidos y 6rganos (Robinson,
Bohannan, & Young, 2010). Nuestra relacion con los componentes de esta microbiota es
generalmente reconocida como comensal en lugar de mutualista. Sin embargo, el uso
frecuente del término comensal refleja la falta de conocimiento o, al menos, una actitud
agnostica sobre la contribucion de la mayoria de los habitantes de este complejo a
nuestro propio valor selectivo o al de los miembros de esta comunidad microbiana
(Backhed et al., 2005). A pesar de esto, varios estudios han puesto de manifiesto cémo
la microbiota intestinal ha coevolucionado con sus hospederos y la manera en la que
estos microorganismos modulan y complementan nuestra biologia de forma mutuamente
beneficiosa (Backhed et al, 2005; Moeller et al., 2016)

La vasta mayoria de microorganismos que habitan en el intestino codifican
funciones metabdlicas que la especie humana no ha tenido que evolucionar por si
misma; éstas incluyen, por ejemplo, la capacidad de hidrolizar fibra dietaria y
carbohidratos complejos, la sintesis de novo de vitamina K y vitaminas del complejo B,
como biotina, cobalamina, folato, acido nicotinico, acido pantoténico, riboflavina y tiamina
(Backhed et al., 2005; Ley et al., 2006; Simpson & Campbell, 2015). De hecho, algunos
estudios han logrado evidenciar como el cambio en la composicién y abundancia de
microorganismos en el tracto gastrointestinal se encuentra asociado a enfermedades
cronicas como obesidad, alergias, diabetes tipo 1, asma, autismo, aterosclerosis y
enfermedades inflamatorias del intestino (Backhed et al., 2012; Honda & Littman, 2012;
Le Chatelier et al., 2013; Sartor, 2008, 2010). Por tanto, la estabilidad o resiliencia de las
comunidades microbianas que habitan en el intestino puede ser pensada como una
propiedad descriptiva de la salud humana. Dicha estabilidad ecoldgica puede estar dada
por la composicion o el perfil funcional de estas comunidades, las cuales van a favorecer
al hospedero (Frederik Backhed et al., 2012; Salonen et al., 2012). Consecuentemente,
es preciso sugerir posibles biomarcadores de la salud humana, los cuales, en esencia,
pueden ser representados por un grupo de especies moleculares comunes en un grupo
de individuos aparentemente saludables.

De hecho, la busqueda de un nucleo microbiano se ve sustentada por la paradoja
existente de la altisima variacion en la composicion microbiana entre individuos
acompanada de una homogeneidad en el potencial funcional de tal variedad de especies,
lo cual conduce a explorar si, a pesar de dicha diversidad filogenética, existe un conjunto
de especies comunes a todos los individuos de una poblacién (Tap et al., 2009; The
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Human Microbiome Project Consortium, 2012); esto demostraria que, aunque exista una
redundancia a nivel funcional, habria un grupo de especies esenciales para el
funcionamiento adecuado del organismo y la manutencién de la vida misma del
hospedero.

Aunque el concepto de nucleo microbiano es aparentemente intuitivo (las
especies moleculares compartidas por un grupo de individuos), no existe una definicién
formal y universal para éste (Salonen et al.,, 2012). En vista de esto, Shade &
Handelsman (2012) presentan un marco conceptual novedoso para la identificacion de
especies comunes a un habitat, el cual se encuentra enmarcado en los conceptos
tedricos de la ecologia tradicional. En esencia, estos autores proponen cinco conceptos
distintos para explorar el nucleo microbiano, los cuales permitirian tener una visidon mas
compleja de la microbiota-nucleo y avanzar en la comprension del papel de estos
microorganismos y sus funciones clave dentro del intestino (Shade & Handelsman,
2012).

Entre los conceptos sugeridos por Shade & Handelsman (2012) se encuentra el
nucleo de membresia (Fig. 1A), el cual se define de la siguiente forma: una OTU
pertenece al nucleo de membresia de prevalencia p (%) si se encuentra en al menos p
(%) de la poblacion de estudio. Aunque este analisis pondera todas la OTUs de manera
similar, ignora la representatividad de cada OTU dentro de la comunidad. Sin embargo,
la abundancia relativa de una especie dada se ha asociado con la predisposicion a
padecer ciertas patologias. Adicionalmente, existe una ardua discusién sobre el papel
que tienen las distintas especies dentro del ecosistema. Esto, dado que algunos estudios
ponen de manifiesto que la conservacion de un numero relativamente pequefo de
especies, generalmente dominantes, es suficiente para mantener la mayoria de los
procesos en un ecosistema (Grime, 1998), mientras que otros estudios han logrado
demostrar que las especies menos comunes y raras contribuyen significativamente al
funcionamiento del ecosistema (Lyons et al., 2005). En vista de esto, se propone el
concepto de nucleo de composicion (Fig. 1B), el cual se define asi: una OTU pertenece
al nucleo de composicion con parametro de abundancia a si tiene al menos una
abundancia relativa mediana de a. En esencia, este analisis permite resaltar el rol que
juegan las especies raras, comunes y dominantes en el ecosistema de interés.
Adicionalmente, se entendera como nucleo de membresia-composicion al conjunto de
OTUs que cumplen tanto la restriccion de prevalencia (p) como de abundancia (a).



A. Nicleo de membresia

Compartida por
Muestra A A B
A&B
OoTuU1 1 0
OTU 2 1 0
OTU3 0 1
oTuU 4 1 1 X
OTU5 1 1 X

Las OTUs que pertenecen al nicleo de membresia con prevalencia del 100% son la OTU 4 y la OTU 5.

B. Nucleo de composicion

OTU1 0,01 0,036 0,002 0,01
OTU 2 0,004 0,002 0,05 0,004
OTU 3 0,005 0,02 0,01 0,01
OoTU4 0 0,004 0,02 0,004
OTU 5 0,003 0 0,02 0,003

Las OTUs que pertenecen al nicleo de composicion con una abundancia mediana de 0,01 son: la
OTU 1y la OTU 3. Nétese en este ejemplo que la OTU 2 hace parte del nicleo de membresia con
prevalencia del 100%, pero no del nucleo de composicidon con abundancia de 0,01.

C. Nucleo filogenético

inaj MuestraA | MuestraB || LGS COMPSIEEQ A .
Linaje S
OTU1 0,01 0 —
Linaje |
OTU?2 0 0,002
OTU3 0,005 0,02 o
Linaje Il
oTu4 0 0,004
OTUS 0,003 0

Los linajes que pertenecen al nucleo filogenético son el linaje | y el linaje Il.

D. Nucleo taxonémico

Taxa compartida por
MuestraA | Muestra B
A&B

Prevotella copri 0,01 0 Prevotella
Prevotella sp. 0 0,002

Streptococcus sp. 0 0,001

Ruminococcus bromii 0,005 0 -

. Clostridiales

Ruminococcus gnavus 0 0,004

Las taxa que pertenecen al nucleo taxondmico son el género Prevotella y el orden Clostridiales.
Cabe sefialar que el género Ruminococcus es parafilético y polifilético.

15
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E. Nducleo funcional

Mddulo1 0,01 0 X
Médulo2 0 0
Mddulos 0,005 0,02 X
Maddulos 0 0,004 X
Médulos 0 0

Los médulos metabdlicos que representarian el nucleo funcional son Médulo1, Médulos y Méduloa.
Nétese que para que un modulo sea considerado en el analisis del nucleo funcional tiene que tener
una abundancia mayor a cero en al menos una de las OTUs que conforman el nicleo microbiano

Figura 1. Definicion de los distintos nucleos microbianos. (A) Representacion del nicleo de membresia.
(B) Representacion de nucleo de composicion. (C) Representacion del nucleo filogenético. (D)
Representacién del nucleo taxondémico. (D) Representacion del nucleo funcional. Tomado y adaptado de
Shade & Handelsman (2012).

Por otra parte, Shade & Handelsman (2012) proponen el concepto de nucleo
filogenético (nucleo taxondmico), el cual esta basado en la existencia de una coherencia
ecoldgica a niveles evolutivos superiores. Esto significa que los miembros de un clado
comparten estrategias de vida generales o rasgos que los distinguen de los miembros
de otros clados (Lozupone & Knight, 2007; Ren & Wu, 2016). En este sentido, los ntcleos
microbianos podrian existir a niveles evolutivos diferentes a las especies (OTUs) (Fig.
1C-D). Sin embargo, los intentos de atribuir rasgos ecoldgicos a grupos bacterianos que
se definen en rangos taxondmicos superiores a las especies son raros, y la idea de que
las ramas profundas de los arboles filogenéticos bacterianos podrian ser ecolégicamente
coherentes rara vez se ha considerado (Doolittle, 2009). Esto, dado que se ha observado
que el porcentaje de genes conservados entre las cepas de una misma especie
bacteriana (por ejemplo, Ralstonia solanacearum) puede ser tan bajo como 68%; en
comparacion, el 75% de los genes humanos tienen homologos en el genoma del pez
Takifugu rubripes (Aparicio et al., 2002; Guidot et al., 2007). Asimismo, puede haber una
diversidad fisiolégica sustancial dentro de los clados bacterianos; por ejemplo, el phylum
Proteobacteria incluye organismos heterétrofos, litotrofos y fotétrofos (Johnson et al.,
2006). En las bacterias, rasgos ecoldgicos importantes pueden ser especificos de la
cepa, y bacterias estrechamente relacionadas pueden ocupar nichos distintos. Ademas,
la transferencia horizontal de genes puede ocurrir incluso entre organismos lejanamente
relacionados (Hunt et al., 2008)

Finalmente, debido a que la estabilidad ecoldgica del hospedero puede estar dada
no solo por los microorganismos que componen la microbiota del intestino sino también
por el perfil funcional de ésta, se entendera cémo nducleo funcional al conjunto de
funciones metabdlicas codificadas por los genomas de los microorganismos que
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conforman un determinado nucleo de membresia-composicion (Fig. 1E). En esencia,
este analisis permite identificar las posibles funciones que permanecen a medida que se
asumen parametros mas restrictivos de prevalencia (p) y abundancia (a).

Aunque todos estos conceptos empleados para identificar el ndcleo microbiano
son de gran interés para resaltar el rol ecoldgico de estos organismos dentro de la
comunidad, la mayor parte de los estudios han centrado sus analisis en considerar como
nucleo microbiano unicamente al nucleo de membresia. Aun restringiéndonos a este
ultimo, es importante sefialar que los criterios de inclusion sobre la prevalencia requerida
para incluir especies a este nucleo han variado considerablemente entre los distintos
estudios (Salonen et al., 2012; Shade & Handelsman, 2012). En donde si concuerdan
las investigaciones es en sefalar que no existe un nucleo microbiano con especies
moleculares que prevalezcan en el 100% de la poblacion de estudio (Falony et al., 2016;
Salonen et al., 2012; Tap et al., 2009; Turnbaugh et al., 2009), promoviendo asi una
busqueda del nucleo microbiano con umbrales de prevalencia que van desde 50% al
100% de los individuos (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios para definir el ndcleo microbiano implementado por distintos estudios.

Concepto de ntcleo

Parametros Referencia
empleado

Prevalencia del 95% Falony etal., 2016

Prevalencia del 95% Huse et al., 2012

Prevalencia del 50% Tap et al., 2009
Prevalencia del 70%

Nucleo de membresia

Cheng et al., 2016

Prevalencia: 1-100% Jalanka-Tuovinen et al., 2011
Abundancia/Intensidad: 1.93—4.98

Prevalencia: 1-100%
Abundancia/lntensidad: 1.93—-4.98 Salonen et al., 2012

Nucleo de composicion

Nucleo filogenético Prevalencia 97% Zhang et al., 2015
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METODOLOGIA

Procedimiento experimental
El desarrollo del presente estudio se encuentra basado en un conjunto de datos

obtenido previamente por el grupo de investigacion Vidarium (de la Cuesta-Zuluaga et
al., 2017). A continuacion, se detallara sucintamente el proceso experimental.

Poblacién de estudio

En la poblacién de estudio se incluyeron 441 individuos, tanto hombres como
mujeres que se encontraban viviendo en las ciudades de Barranquilla, Bogota, Medellin,
Bucaramanga o Cali; estos individuos tenian un rango de edad de 18 a 62 anos, y un
indice de masa corporal (IMC) 2 18.5 kg/m?. Para el estudio se excluyeron personas
que habian sido diagnosticadas con cualquiera de las siguientes enfermedades:
Alzheimer, Parkinson o cualquier otra enfermedad neurodegenerativa; cancer, y
enfermedades gastrointestinales (enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome de
intestino corto, diverticulosis 0 enfermedad celiaca). Tampoco se consideraron mujeres
en embarazo ni personas que consumieron antibioticos o antiparasitarios en los 3 meses
anteriores al muestreo.

Extraccion de ADN

Cada individuo muestreado era responsable de colectar una muestra de material
fecal en un recipiente hermético y estéril provisto por el grupo de investigacion. Dicho
material fue inmediatamente almacenado en el refrigerador y llevado dentro de las
siguientes 12 horas a una de las instalaciones de la EPS SURA; alli las muestras eran
almacenadas en hielo seco para luego ser enviadas a un laboratorio central.

El ADN total fue extraido usando el kit comercial QlAamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante, con una ligera
modificacién en la etapa de homogenizacién con perlas con el tampoén de lisis (20
segundos a 15 Hz usando perlas de acero inoxidable de 5 mm de diametro). Posterior al
proceso de extraccion, se cuantificd la concentracién de ADN utilizando un Nanodrop
(Nyxor Biotech, Paris, Francia).
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Amplificacion del gen 16S ADNTr

Las muestras de ADN total fueron enviadas al laboratorio de Biologia Molecular
de Sistemas Microbianos de la Universidad de Michigan, Escuela de Medicina (Ann
Arbor, MI, USA). Alli se amplificé la region hipervariable V4 del gen 16S ADNr para cada
una de las muestras, haciendo uso de los cebadores F515 (5'-
CACGGTCGKCGGCGCCATT-3’) y R806 (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3)
(Caporaso et al., 2011; Kozich, Westcott, Baxter, Highlander, & Schloss, 2013) v,
secuenciado con la plataforma lllumina MiSeq con el kit de secuenciacion MiSeq V2
(Kozich et al., 2013).

Analisis de secuencias y deteccidn de secuencias representativas de OTUs

Los amplicones de las secuencias del gen 16S ADNr fueron procesados con el
programa Mothur v.1.36 (Schloss, 2009) siguiendo el procedimiento de operacién
estandar para secuencias obtenidas con lllumina MiSeq. En primer lugar, se extrajeron
las secuencias y los datos de puntuacién de calidad de los archivos fastq emparejados
para ensamblar las lecturas y formar contigs. Posteriormente, se eliminaron las
secuencias que contenian bases con una puntuacion de calidad (phred) inferior a 20.
Secuencias con bases ambiguas o de longitud menor a 275 pb fueron eliminadas. Las
secuencias fueron alineadas utilizando la base de datos de referencia Silva v.1.2.3
(Quast et al., 2013) y se eliminaron los homopolimeros de 8 o0 mas nucleétidos, asi como
las secuencias que no se superponian a la region de alineaciéon V4. Subsiguientemente,
se llevd a cabo una etapa de pre-agrupamiento, en la cual se combinaron secuencias
con una identidad 299% (es decir, secuencias que difirieron en 2 nucleétidos o menos).
Adicionalmente, las secuencias quiméricas fueron detectadas y descartadas con el
programa UCHIME (Edgar, Haas, Clemente, Quince, & Knight, 2011). Posterior a ello,
se asigno la clasificacion taxonémica a las distintas secuencias usando como base de
referencia Greengenes 13_8 99 (DeSantis et al., 2006) y se eliminaron las secuencias
clasificadas como mitocondrias, eucariotas o desconocidas. Se implementd el algoritmo
de vecino mas cercano promedio para generar las distintas unidades taxondémicas
operacionales (OTUs) delimitadas con un 97% de identidad y clasificadas
taxonémicamente por consenso utilizando la base de referencia Greengenes 13_8 99.
Finalmente, se calcularon distancias pareadas no corregidas entre secuencias alineadas
(una secuencia representativa por OTU) para obtener un arbol de distancias utilizando el
algoritmo “relaxed neighbor joining” implementado en el programa Clearcut (Evans et al.,
2006).



20

Determinacion del nicleo

A continuacién, se detallara la metodologia implementada para la determinacion
de los nucleos microbianos.

Analisis de datos

Tanto para el concepto de nucleo de membresia como para el de composicion se
crearon rutinas propias en la herramienta computacional R x64 3.1.1 (R Development
Core Team, 2011) que permiten determinar los taxones compartidos en la poblacion de
estudio con una variacion en los parametros de inclusion (p y a). En primer lugar, para el
nucleo de membresia se hizo una busqueda exploratoria bajo diferentes umbrales de
prevalencia, los cuales variaron entre 0% y 100% de los individuos de estudio. En analisis
posteriores, unicamente se consideraron los valores de prevalencia del 50, 75, 90, 95 y
99%. Para el nucleo de composicion, se consideraron las siguientes abundancias
relativas medianas: 1076, 1075, 1074, 1073, 1072, y 2x1072.

Para identificar el nucleo filogenético, se implementé la herramienta PhyloCore
(Ren & Wu, 2016) considerando prevalencias del 50, 75, 90, 95, 99 y 100%. Para ello,
en primer lugar, se hizo una exploracion de este concepto empleando el arbol de
distancias antes mencionado. Cabe sefialar que dicho arbol carece de valores de soporte
de ramas y no es filogenético, en sentido estricto. Adicionalmente, se determiné el nucleo
filogenético a partir de un analisis por filotipos?, es decir, considerando Unicamente la
clasificacion taxonémica como fuente de informacién sobre las relaciones evolutivas
entre las especies moleculares.

El potencial funcional, es decir, la aproximacién del perfil metagenémico de la
microbiota intestinal, fue inferido con el paquete de R Tax4Fun (ARBhauer, Wemheuer,
Daniel, & Meinicke, 2015). Esta herramienta, a partir de datos del gen 16S ADNr y basado
en una clasificacién taxonémica usando como base de datos de referencia Silva v.123
(Quast et al., 2013), permite hacer una transformacion lineal del perfil taxonémico de los
organismos procariotas empleando la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Posterior a ello, las abundancias estimadas de los genes
ortélogos reportados en KEGG (KOs) se normalizaron de acuerdo al numero de copias
del gen 16S ADNr presentes en una especie dada, numero obtenido a partir de las
anotaciones del genoma de dicha especie en el repositorio del NCBI (ARhauer et al.,
2015). Finalmente, las abundancias taxondmicas normalizadas se utilizaron para

2 Estrictamente hablando este no es un nucleo filogenético sino un nicleo taxonémico.
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combinar linealmente los KOs y realizar la prediccion del perfil funcional de la comunidad
microbiana (Alhauer et al., 2015).

Una vez obtenida la informacion de salida del paquete Tax4Fun, los KOs se
condensaron en modulos metabdlicos usando la plataforma GOmixer v.1.7.3 (Darzi,
Falony, Vieira-silva, & Raes, 2015); estos mddulos se pueden entender como conjuntos
de funciones enzimaticas estrechamente relacionadas que representan un proceso
celular con metabolitos de entrada y salida definidos (Darzi et al., 2015). En general, el
flujo de trabajo de GOmixer comienza por cuantificar los modulos de la via metabdlica
del intestino humano para cada muestra mediante el mapeo de la abundancia de genes
en una base de datos de mddulos predefinidos especificos del intestino (Darzi et al.,
2015). Para la inferencia de los modulos se tendra en cuenta la cobertura minima de los
KOs para un médulo (porcentaje de pasos metabdlicos presentes). Por defecto, este
valor se infiere de la prediccion del modulo. La abundancia del médulo se definira como
la abundancia media de los pasos metabdlicos cubiertos para esta via (Darzi et al., 2015).

El potencial funcional de la microbiota fue determinado para todo el juego de datos
(n=441 individuos). Adicionalmente, dicha prediccion fue hallada para casos particulares
del nucleo de membresia-composicidn, entre los cuales se incluyen las siguientes
configuraciones de parametros (prevalencia-abundancia): 99%-102, 99%-10*, 95%-10"%,
90%-10"%, 75%-10%, 50%-10* y 50%-10°. Para visualizar los médulos por nucleo de
membresia-composicion se hizo un mapa de calor usando R x64 3.1.1 (R Development
Core Team, 2011); para ello se obtuvo el valor medio de cada médulo considerando el
valor de todas las muestras de cada nucleo de membresia-composicion.
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RESULTADOS
Caracteristicas generales de la microbiota

Del analisis bioinformatico global, 14.750.448 secuencias (reads) pasaron los
filtros de calidad y fueron usadas para tratamientos subsiguientes. A partir del analisis de
agrupamiento jerarquico de vecino cercano promedio se obtuvieron 4720 OTUs con una
identidad del 97% y una correlacion de Matthew? de 0,79, lo que indica un agrupamiento
de alta calidad. En esencia, la composicion de la microbiota intestinal de la cohorte
muestreada (441 colombianos) comprende una gran variacion taxonomica a nivel de
phylum (Fig. 2A). Los phyla Firmicutes y Bacteroidetes fueron los mas abundantes (con
una abundancia media + DS =48,9 £ 19,6% y 16,1 £ 17,6%, respectivamente), seguido
de Proteobacteria (12,1 £ 17,2%), Actinobacteria (9,4 £ 9,2%), Verrucomicrobia (7,8 +
14,8%), Euryarchaeota (2,6 £ 5,0%) y otros phyla presentes en frecuencias menores (Fig.
3). No obstante, a partir de la prediccion del potencial funcional de la microbiota intestinal
de esta cohorte, se obtuvo una gran homogeneidad en la abundancia relativa de los
modulos metabdlicos predichos (Fig. 2B). Esto pone de manifiesto la paradoja antes
mencionada acerca de la altisima variacion en la composicibn microbiana entre
individuos acompafnada de una homogeneidad en el potencial funcional de tal variedad
de especies y conduce a explorar los microorganismos que se han conservado durante
la coevolucion mutua del ser humano y sus microbios intestinales.

Determinacion de la microbiota ntucleo

Con la obtencion del nucleo de membresia se encontré que de las 4720 OTUs
asociadas con la microbiota intestinal de la poblacion colombiana, ninguna fue detectada
en el 100% de los individuos muestreados. Sin embargo, con una prevalencia del 99%
se detectaron las siguientes cuatro especies bacterianas: Escherichia coli,
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia faecis, y Blautia sp. Bajo un criterio de inclusién
mas laxo (las OTUs compartidas por el 95% de la poblaciéon de estudio) se observo un
aumento en la cantidad de OTUs que se comparten entre los individuos estudiados (Fig.
4), incrementando el numero de linajes bacterianos a 19, los cuales son: Akkermansia
muciniphila, Bacteroides sp., Bifidobacterium adolescentis, Blautia obeum, Blautia spp.
(3), Collinsella aerofaciens, Escherichia coli, Faecalibacterium prausnitzii (2), Gemmiger
formicilis, Oscillospira sp., Roseburia faecis, Ruminococcus gnavus, Ruminococcus
lactaris, SMB53 sp. (familia Clostridiaceae), Streptococcus spp. (2) (Anexo 1).

3 El coeficiente de correlacion de Matthew es una medida de la asociacion entre dos variables binarias. Esta
medida es similar al coeficiente de correlacion de Pearson en su interpretacion.



23

‘(1 e |enbi s& sonpiAlpul SO| SOPO} US O|NPOW Oj0S Un ap ewns e|) ojnpow Jod ou A onpiaipul Jod eziAljejal 8s anbuod | ewns ou g |aued
|@ Ua elouBpUNgE 8P B|EDSd B| anb asajoN 'soydlpald sooljoge}ew SOINPOW SO| ap elouepunge e| ap ugloejuasalday (g) ‘sopealisanw
sonpiaipul Jod (ejAyd) eslwouoxe) uoioisodwod e| ap ugeluasalday (W) ‘|eunlsslul ejoiqosolw e| aiqos |enjoe elopeled ‘g ednbi4

OAEPIXO S31IS3 |2 BIUOD UoI0dR]0.d [
souepunoes sojijogelsw [

[oyoo[e [3p owsljogelsw [

soajuefiour sajuaLnU ap owsijogelauw [
sef ap owsljoqelaiu

od1uehio oplok 8p owsljogelsuw [
[enuaa owsijocelaiu i

Jelliq opioe |ap uoloepelBap [

sopidy| ap uorepebap
seusjodoal| ap uotoepeldap
soje.pljoded ap uoloepeibap i
soploeoulwe ap uoepe.Bep [
sepiweljod A seuwe ap uoepe.iap [
SBUIXOJOPUS 3P SISajuIsolq [
so2ljoqe)sul SoInpoy

elqooloonLIRA [l sagnojwuy
IWL[  eloseyorefin3

anL eiqolonsn3 il
saoLsua L [ sausjoeqiusea il
sa)RIsIBIsuAS | eLd)eOURAD [
LS xaoioyd [l
sajseyoonds [ seipAwelyd [
euvjoedoalold [ sajeplosaioeg i
s8)90AWoldueld [ SelepBUOWIEULY [
cdo seolnby

IO  eusioeqoundy I
selaeydsnua i el9oRAOPIY [
elajoeqosn [ [lwisyL] B
elfud

SOpEal}Sanu soniAlpu|

=+
= <
S} [S)

0
<
o
eAlje|al elauepundy

AN At

[11]

v

w
o

3
o
Q
2]
o]
=
o
ho.Du.....
<
[

09
00} v



24

Log10(relative abundance)

' ' ' ' ' !
Firmicutes Bacteroidetes Protecbacteria Actinobacteria Verrucomicrobia Euryarchaeota
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Figura 3. Diagrama de caja y bigotes con la abundancia relativa (en escala logaritmica) de
los phyla principales detectados en la poblacion estudiada.
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Figura 4. Numero de OTUs que conforman el ndcleo de membresia para diferentes valores de
prevalencia poblacional.

Como se explicé en apartados anteriores, el nucleo de membresia pondera todas
la OTUs de manera similar, ignorando la representatividad de cada OTU dentro de la
comunidad. Por tanto, al determinar el nucleo de composicion se resalta el rol que tiene
la abundancia de las distintas especies dentro de un ecosistema de interés. En esencia,
respecto al nucleo de composicion, se puede observar que las OTUs que mas prevalecen
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en la microbiota intestinal de los colombianos son especies dominantes, es decir,
especies con alta abundancia respecto a las demas. Esto se ejemplifica claramente con
el nucleo de membresia-composicion (Tabla 2). Considérese la columna de prevalencia
del 95% y hagase variar la abundancia (de mayor a menor): se observa que por debajo
de una abundancia de 0,001 no se incorporan nuevas OTUs al nucleo, demostrando asi
que las 19 OTUs que conforman el nucleo membresia-composicion 95%-0,001 tienen
una abundancia mediana relativamente alta (0,001 < x < 0,02). Adicionalmente, se puede
observar que las restricciones de abundancia no afectan en gran medida el numero de
especies en el nucleo microbiano de membresia-composicion, como se puede observar
para valores razonables de abundancia (1073) y valores altos de prevalencia.

Tabla 2. Variacién del nucleo de membresia-composicion. En la primera columna se encuentran los
parametros de abundancia, en la primera fila los valores de prevalencia considerados. En cada casilla se
encuentra el nimero de OTUs que cumplen con los criterios tanto de abundancia como de prevalencia.

0% | 50% | 75% | 90% | 95% | 99%
0 4720
Hg:: 137 60 32 o .
=
Hg-z 13080 34 28
i 2 ——

El nucleo filogenético obtenido a partir del arbol de distancias de las distintas
OTUs incorporé los mismos grupos microbianos en este nucleo que los que se incluyeron
en el nucleo de membresia, considerando distintos valores de prevalencia (Tabla 3). No
obstante, al ignorar las relaciones filogenéticas entre las OTUs y considerar unicamente
su clasificacion taxonomica como fuente de informacién sobre las relaciones evolutivas
entre ellas (nucleo taxondmico), se detectaron varios taxa en el 100% de los individuos
(Tabla 3).
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Tabla 3. Nucleo filogenético (segunda columna) y nucleo taxonémico (tercera columna). En la primera
columna se especifican los valores de prevalencia utilizados.

Nucleo filogenético Nucleo taxonémico

Una clase (Actinobacteria), un orden
(Bacteroidales), cuatro familias (Clostridiaceae,

. Coriobacteriaceae, Enterobacteriaceae,
P;e\lla’llggf/:la Ningun taxoén. Veillonellaceae), dos géneros (Clostridium,
e 0 Streptococcus) Y, dos especies

(Faecalibacterium prausnitzii, Blautia sp.)

Tres familias (Coriobacteriaceae,
Erysipelotrichaceae, Veillonellaceae), cinco
géneros (Bacteroides, Clostridium, Dorea,
Prevotella, Actinomycetales), dos especies
(Ruminococcus gnavus, Streptococcus sp.) Y,
cuatro OTUs (Otu00004, Otu00005, Otu00014,
Otu00037)

Escherichia coli (Otu00004);
Prevalencia | Faecalibacterium prausnitzii

del 99% (Otu00005);  Roseburia  faecis
(Otu00014); Blautia sp. (Otu00037).

Potencial funcional del nicleo de membresia-composicion

Con el fin de predecir el potencial funcional de las OTUs representantes de los
nucleos de membresia-composicion y filogenético, se recurre a realizar una prediccion
de metagenomas a partir de las secuencias del gen 16S ADNr. A diferencia de los
nucleos hasta ahora presentados, el nucleo funcional no busca hallar el conjunto de
OTUs que lo conforman sino identificar las posibles funciones metabdlicas que
permanecen o0 desaparecen a medida que se excluyen microorganismos dados ciertos
parametros de abundancia y prevalencia. Las configuraciones de parametros que se
probaron fueron las siguientes (% prevalencia poblacional-abundancia relativa mediana):
99%-10"2, 99%-10", 95%-104, 90%-104, 75%-10*, 50%-10"* y 50%-10-°, 0%-O0.

En el mapa de calor presentado en la Figura 5 se puede observar como el
potencial funcional de las 4720 OTUs que conforman la microbiota intestinal de los
colombianos es semejante al representado por los nucleos de membresia-composicion
50%-10 (100 OTUs) y 50%-10° (137 OTUs). Esto de por si es un hecho notable, ya
que un porcentaje muy bajo de OTUs (entre 2,1% y 2,9%) da cuenta de todo el perfil
funcional de la microbiota intestinal de esta poblacién. Sin embargo, cuando disminuimos
el numero de OTUs haciendo mas restrictivos los parametros de prevalencia y
abundancia, es decir, aproximandonos a lo que en esencia seria un verdadero nucleo
microbiano, observamos que el potencial funcional varia, mostrando sobre-
representacion de ciertos modulos metabdlicos. Claramente se observa que el
metagenoma de 60 (75%-10), 32 (90%-104) y 19 (95%-10"*) OTUs es muy similar entre
ellos, y sélo vuelve a variar cuando se consideran 4 (99%-104) y 2 (99%-10-2) OTUs.
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Todo indica que las funciones metabdlicas esenciales para el buen funcionamiento del
hospedero estarian aseguradas con el conjunto de 19 OTUs que conforman el nucleo
95%-10; si bien su abundancia relativa no es exactamente igual a la del conjunto total
de OTUs, la diversidad de funciones metabdlicas que abarca sugiere que éste podria ser
el nucleo funcional de la comunidad bajo escrutinio, como se detalla a continuacion.

2 4 0 1 2

MF0081
MF0088

Grupo 1

Grupo 2

Figura 5. Prediccion del potencial funcional de las OTUs representantes de distintos nucleos de membresia-
composicion. Las filas representan los médulos metabdlicos predichos y sintetizados por GOmixer, y las
columnas los distintos nucleos de membresia-composicién. El dendrograma de la izquierda representa la
agrupacion de los modulos metabdlicos dada su similitud en términos de abundancia, mas no por semejanzas
funcionales o de ontologia genética. La escala del mapa de calor corresponde a valores z (también llamados
unidades tipificadas, estandarizadas o normalizadas). Los tonos rojos representan sobre-representacion de los
modulos metabdlicos, mientras que los colores mas claros indican sub-representacion de éstos.

A partir del mapa de calor obtenido y la construccion del dendrograma basado en
la similitud de las abundancias de los distintos médulos metabdlicos (Fig. 5), se logran
evidenciar cuatro grandes agrupaciones de funciones metabdlicas. La primera de estas
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agrupaciones esta compuesta por un conjunto de funciones sobre-representadas por el
conjunto de 4720, 137, 100, 60, 32 y 19 OTUs. Entre éstas se encuentran funciones
involucradas con el metabolismo central (ej. ciclo del acido citrico, glicdlisis), la
degradacion de aminoacidos aromaticos cargados de forma negativa, la degradacion de
carbohidratos complejos y simples (ej. monosacaridos y disacaridos), la degradacién de
mucinas, la produccion de acidos grasos de cadena corta (ej. acetogénesis) y de
catalasas. En esencia, este conjunto de mddulos metabdlicos esta compuesto por una
alta diversidad de funciones involucradas en la extraccion de energia de los alimentos
de la dieta del hospedero (Anexo 2). Por otro lado, el segundo grupo de funciones
metabdlicas se encuentra sobre-representado unicamente por el conjunto de 4720, 137
y 100 OTUs, y estan asociadas con la degradacion de la ribosa y el metabolismo del
acetato. Adicionalmente, el tercer grupo de modulos metabdlicos esta sobre-
representado Unicamente en los nucleos 75%-104 (60 OTUs), 90%-10* (32 OTUs) y
95%-10 (19 OTUs); dichas funciones se encuentran relacionadas a la extraccion de
energia de los alimentos de la dieta, como lo son las funciones involucradas con el
metabolismo central, el almacenamiento de energia y la degradacién de polisacaridos y
aminoacidos polares, alifaticos y no cargados. Finalmente, el ultimo grupo de funciones
gue se encuentra sobre-representado por el conjunto de 2 y 4 OTUs esta relacionado
con la degradaciéon de carbohidratos, aminoacidos y lipidos estructuralmente simples
(Anexo 2).

Nucleo de membresia en subconjuntos poblacionales

Considerando que existen algunos estudios que evidencian como el nucleo
microbiano y la composicion de la microbiota difiere entre individuos y poblaciones
conforme a factores dietarios, a la composicion genética del hospedero, la edad, el origen
étnico y la geografia (Falony et al., 2016; Qin et al., 2010; Tap et al., 2009), se procede
a realizar un analisis del nucleo de membresia en tres subconjuntos poblacionales: de
acuerdo con el sitio de origen de los individuos muestreados, al indice de masa corporal
y al género del individuo muestreado (Fig. 6). Para estos analisis solo se consideré el
nucleo de membresia-composicion 95%-10- dado que, como se mostré en secciones
anteriores, es el que considera que representa mejor el nucleo microbiano, ya que
asegura una alta prevalencia poblacional y asegura alta diversidad funcional.
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Figura 6. Nucleo de membresia con parametro de prevalencia del 95% para cada subconjunto poblacional. (A)
Nucleo de membresia por ciudad de origen de los participantes del estudio. (B) Nucleo de membresia por estado
nutricional (IMC). (C) Nucleo de membresia por género.

La identificacién de la microbiota nucleo considerando como variable categérica
la ciudad de origen refleja parcialmente las diferencias en estilos de vida y dieta entre
regiones geograficas (De Filippo et al.,, 2010; Yatsunenko et al., 2012). En términos
generales, con la obtencién del nucleo considerando la ciudad (Anexo 3) se encontrd
que los individuos muestreados en Bogota tienen en su nucleo cinco especies que no se
encuentran en los nucleos de las demas ciudades (Dorea sp., Mogibacteriaceae no
clasificada, Roseburia inulinivorans, Subdoligranulum variabile, y Bacteroides fragilis); lo
mismo ocurre en Barranquilla, cuyo nucleo contiene una OTU que no se encuentra en
ningun otro nucleo (Veillonella dispar). Es de anotar, sin embargo, que la mayoria de las
OTUs de los nucleos por ciudad se comparten (Fig. 6A), demostrando, de otra manera,
la existencia de una microbiota nucleo a una escala geografica superior (Colombia).
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La comparacion del perfil microbiano entre sujetos con distintos estados
nutricionales (evaluados a través del IMC) permite la identificacion de una microbiota
nucleo que se podria convertir en una herramienta sencilla para la evaluacion de la
predisposicion a la obesidad (Turnbaugh et al., 2007). De hecho, en el nucleo por IMC
(Fig. 6B) se detectan especies moleculares Unicas a cada categoria, e incluso se logra
apreciar una transicion desde un estado normal a uno obeso. Esto, dado que las
categorias sobrepeso y obeso comparten mas OTUs entre ellas que con el estado
normal; a su vez, el estado normal comparte mas OTUs con el estado sobrepeso que
con el estado obeso. No obstante, entre todas las categorias se comparte la gran mayoria
de las OTUs identificadas (Anexo 4). Para el IMC normal se detectd una especie
molecular unica (Bacteroides fragilis), para sobrepeso dos (Clostridium celatum vy
Ruminococcus bromii) y para obesidad tres (Blautia sp., Prevotella copri y Dorea
formicigenerans).

Estudios recientes han demostrado diferencias marcadas en la composicion de la
microbiota intestinal entre mellizos de sexo opuesto (Taneja, 2017) asi como entre
hombres y mujeres, de manera general (Haro et al., 2016; Wallis et al., 2016, 2017). Sin
embargo, no se sabe si tales diferencias se traducen en nucleos microbianos diferentes.
En este trabajo se encuentran taxones microbianos clave compartidos exclusivamente
entre hombres o entre mujeres (Fig. 6C). En el nucleo de hombres se encontraron las
siguientes cinco especies moleculares unicas: Prevotella copri, Bifidobacterium
adolescentis, Enterobacter hormaechei, Ruminococcus lactaris y Dorea formicigenerans.
En el de mujeres se encontraron ocho especies moleculares unicas: Akkermansia
muciniphila, Clostridium celatum, Ruminococcus bromii, Blautia sp., Bacteroides sp.,
Clostridium hathewayi, SMB53 sp. (familia Clostridiaceae) y Blautia obeum. No obstante,
cabe resaltar que la mayor parte de las OTUs identificadas son compartidas por ambos
géneros (Anexo 5).
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DISCUSION

Uno de los principales objetivos del International Human Microbiome Project
Consortium es determinar si existe un "nucleo microbiano" identificable de organismos,
genes o capacidades funcionales compartidos, que se encuentran en un habitat corporal
de todos o de la gran mayoria de los seres humanos (Turnbaugh et al., 2007). De hecho,
distintos estudios han sugerido que, a pesar de los perfiles altamente especificos de la
microbiota de cada individuo, las personas comparten un subconjunto comun de grupos
bacterianos relativamente abundantes, denominado nucleo microbiano (Huse et al.,
2012; Salonen et al., 2012; Tap et al., 2009). Adicionalmente, otros estudios han puesto
de manifiesto la existencia de un nucleo microbiano a nivel de genes (Turnbaugh &
Gordon, 2009).

La mayor parte de los esfuerzos por determinar y definir el nicleo microbiano se
han centrado en la presencia y ausencia de los grupos bacterianos en una proporcion
definida de los sujetos del estudio, es decir, en el nucleo de membresia (Salonen et al.,
2012; Tap et al., 2009). En este estudio, se hace una exploracion del nucleo microbiano
aplicando distintos conceptos de la ecologia tradicional, entre ellos la prevalencia, la
abundancia, las relaciones filogenéticas de las OTUs y el potencial funcional de estos
grupos microbianos. En esencia, estos conceptos permiten aprehender la complejidad
de la microbiota-nucleo y avanzar en la comprension del papel de estos microorganismos
y sus funciones dentro del intestino (Shade & Handelsman, 2012).

Al igual que en los distintos estudios que han explorado el nucleo microbiano
(Falony et al., 2016; Huse et al., 2012; Salonen et al., 2012; Tap et al., 2009), con el
presente analisis no se encontrd ninguna OTU con una prevalencia del 100%. Este hecho
sugeriria, en principio, que no existe un nucleo microbiano en sentido estricto en esta
poblacion. No obstante, tal rigidez conceptual podria ocultar resultados interesantes
acerca de esta comunidad microbiana. Es por eso que se explora el nucleo microbiano
empleando distintos conceptos y diferentes parametros, para entender el nucleo
microbiano de una forma mas incluyente que la simple prevalencia al 100%. Ademas,
esta exploracién revelaria la existencia de un nucleo de funciones compartidas por la
microbiota de los individuos que serian llevadas a cabo por organismos diferentes con
funciones redundantes; alternativamente, podria existir un nucleo microbiano a niveles
taxondmicos superiores a las OTUs.

Como se detallara y explicara mas adelante, el nucleo microbiano que se ha
encontrado como el mas apropiado es el nucleo de membresia-composicidon con
parametros de prevalencia-abundancia de 95%-10-3, es decir, aquel que incluye 19
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OTUs. En términos generales, los géneros Akkermansia, Bacteroides, Blautia,
Bifidobacterium, Faecalibacterium, Roseburia, y Ruminococcus, se han encontrado
asociados con estado de buena salud, con una dieta rica en fibra dietaria y con la
produccion de acidos grasos de cadena corta. En particular, los géneros Bifidobacterium,
Faecalibacterium, Roseburia y Ruminococcus proveen altos niveles de butirato a su
hospedero, el cual sirve como fuente de energia para las células epiteliales del intestino
e incrementa la expresion de las proteinas de union estrecha, reforzando asi la funcion
de la barrera epitelial (Jalanka-Tuovinen et al., 2011; Nam et al., 2011; Schnorr et al.,
2014). Por otro lado, Blautia y Bacteroides se reconocen por ser productores de acetato,
en particular, Bacteroides se registra como un marcador de poblaciones
urbanizadas/industrializadas y algunos miembros de este género son reconocidos por
metabolizar polisacaridos complejos (Mancabelli et al., 2017). Akkermansia ha sido
constantemente vinculada con la salud metabdlica y la obesidad; ademas, se ha
encontrado una correlacion inversa entre la abundancia de este grupo, el IMC vy los
niveles de glucosa en ayunas (Shin et al., 2014). Adicionalmente, Oscillospira se ha
detectado en baja expresidon en individuos obesos y se considera como indicador de
buena salud (Konikoff & Gophna, 2016). Por el contrario, las bacterias del género
Escherichia son enterobacterias patobiontes que podrian indicar estados de disbiosis y
poca integridad epitelial (Litvak et al., 2017).

Estudios del nucleo microbiano en otras poblaciones han sido previamente
reportados. Zhang et al., (2015) caracterizaron las comunidades microbianas de los
mongoles y detectaron nueve OTUs en la mayor parte de las muestras, pertenecientes
principalmente a los géneros Bacteroides, Faecalibacterium, Ruminococcus,
Subdoligranulum'y Coprococcus. Por otro lado, Martinez et al., (2013) caracterizaron las
comunidades microbianas del intestino de tres jovenes norteamericanos durante un
periodo de un afo para investigar las caracteristicas temporales de sus comunidades
bacterianas. Estos autores detectaron 16 OTUs en el nucleo microbiano, pertenecientes
a los siguientes géneros: Bifidobacterium, Bacteroides, Faecalibacterium,
Ruminococcus, Blautia, Dorea, Eubacteriumy Coprococcus. Ling et al., (2013) evaluaron
el nucleo microbiano de diez estudiantes chinos sanos y encontraron que los grupos
taxondmicos prevalecientes en estas muestras fecales fueron: Faecalibacterium,
Coprococcus, Blautia, Bacteroides, Roseburia, Ruminococcus, Subdoligranulum,
Sporacetigenium, Oscillibacter, Dorea, Phascolarctobacterium y Prevotella. Finalmente,
Huse et al., (2012) exploraron la microbiota intestinal-nucleo en una poblaciéon de mas
de 200 individuos y lograron identificar siete OTUs representadas por los géneros
Faecalibacterium, Oscillibacter y Bacteroides. Al contraponer nuestro nucleo microbiano
con las demas poblaciones de estudio, encontramos tres géneros comunes a todos:
Bacteroides, Faecalibacterium y Ruminococcus. Como bien se dijo anteriormente, los
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miembros de estos géneros se han visto involucrados en la produccion de butirato y la
degradacion de polisacaridos complejos.

Estos hallazgos sugieren una consistencia sorprendente en la microbiota
intestinal-nucleo entre distintas poblaciones. De hecho, la prevalencia de los grupos
bacterianos en una poblacion es un indicativo de la habilidad de estos microorganismos
de persistir en el tracto gastrointestinal, y varios factores ecologicos podrian explicar esto
(Tap et al., 2009); entre ellos, factores ligados a condiciones del ecosistema, la adhesion
a algunos alimentos, resistencia a cambios de pH y al estrés provisto por fuerzas
mecanicas del movimiento peristaltico, podrian impedir el lavado de estas especies. No
obstante, algunos estudios sefialan que buena parte de los géneros anteriormente
nombrados desempeian un papel clave en la sintesis de metabolitos basicos en el tracto
gastrointestinal humano (Zhang et al., 2015). Estos hallazgos, a groso modo, sugieren
que la microbiota intestinal-nucleo en todos los seres humanos puede variar dentro de
un rango limitado.

Curiosamente, el nucleo de membresia hallado en la poblacion colombiana fue
equivalente al obtenido con el nucleo filogenético al tener en cuenta un arbol de
distancias. No obstante, las circunstancias que explican estos dos nucleos (membresia
y filogenético) son disimiles, pero no excluyentes. En primera instancia, este resultado
sugiere que aun tomando en cuenta las relaciones de ancestria entre las OTUs no se
logra identificar un nucleo con prevalencia 100%, es decir, ni siquiera los ancestros de
estas especies moleculares son compartidos por el 100% de los individuos de estudio;
esta situacion sugiere que la gran variabilidad inter-individual tiene un origen lejano, de
manera que no se logran detectar estas taxa. Adicionalmente, cabe resaltar que, en un
sentido estricto, no contamos con un arbol filogenético sino con un arbol de distancias
que carece de una resolucion robusta de las relaciones evolutivas, es decir, no cuenta
con una topologia fiable; por tanto, resulta un tanto abusivo determinar el nucleo
filogenético a partir de esta informacion. Lo anterior, puesto que algunos phyla (ej.
Firmicutes) presentes en el arbol de distancias son polifiléticos. Sin embargo, queda
como una perspectiva a futuro validar este nucleo utilizando un verdadero arbol
filogenético, asi como herramientas computacionales diferentes.

Si ignoramos las relaciones evolutivas entre las especies y consideramos
unicamente su clasificacion taxonémica como fuente de informacién sobre tales
relaciones (nucleo taxondémico), vemos que se comparten 10 taxa en el 100% de los
individuos: una clase (Actinobacteria), un orden (Bacteroidales), cuatro familias
(Clostridiaceae, Coriobacteriaceae, Enterobacteriaceae y Veillonellaceae), dos géneros
(Clostridium y Streptococcus) y dos especies (Faecalibacterium prausnitzii, Blautia sp.).
Si bien este resultado es aparentemente interesante y expone grupos frecuentemente
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encontrados en otros nucleos microbianos (Tap et al., 2009; Zhang et al., 2015), este
analisis cuenta con restricciones serias. La clasificacién por filotipos se limita a los
perfiles taxondmicos que han sido depositados en las distintas bases de datos, es decir,
a los microorganismos que han sido cultivados (Schloss & Westcott, 2011). Por tanto, un
analisis por filotipos puede carecer de una taxonomia bien definida y la existente no es
del todo confiable, dado que reune grupos parafiléticos y polifiléticos (ej: Ruminococcus,
Clostridium) (DeSantis et al., 2006; Quast et al., 2013). En segundo lugar, algunos
estudios han demostrado que especies bacterianas cercanamente relacionadas no
tienen un solapamiento completo en sus funciones (Cordero et al., 2012; Youngblut et
al., 2013). Por tanto, aunque estos 10 taxones sean compartidos por el 100% de la
poblacion, seria mas conservador considerar como los unicos miembros de este nucleo
a las taxa que comprenden niveles taxondmicos inferiores a la familia: Faecalibacterium
prausnitzii, Blautia sp., Streptococcus y Clostridium, dado que es arduo asegurar una
redundancia ecoldgica en rangos taxonémicos superiores al género. Sin embargo, en
vista que Clostridium es un género polifilético, no se podria asumir una redundancia
funcional entre sus descendientes. Al final, el nucleo taxonémico con prevalencia del
100% estaria, a lo sumo, conformado unicamente por Faecalibacterium prausnitzii,
Blautia sp. y Streptococcus.

Dejando a un lado los problemas taxonomicos, a partir de los resultados obtenidos
con el nucleo de membresia-composicion, se puede observar que las OTUs que mas
prevalecen en la poblacion colombiana son especies dominantes, es decir, con una alta
abundancia. Esto, en esencia, conduce a pensar que estas especies bacterianas
dominantes son suficientes para la manutencion de la mayor parte de los procesos del
ecosistema (el intestino grueso) (Grime, 1998). Por el contrario Tschop et al., (2009),
sugieren que el nucleo microbiano se compone de poblaciones de baja abundancia
(raras), a prueba de fallas y que contribuirian con funciones criticas en caso de que la
poblacién dominante que llena ese nicho colapse. No obstante, la mayor parte de los
estudios del nucleo microbiano sugieren que éste se compone de grupos bacterianos
dominantes (Huse et al., 2012; Tap et al., 2009; Zhang et al., 2015), lo cual se confirma
con estos analisis. Esto es consistente con estudios que han demostrado la alta
resiliencia de la microbiota intestinal humana dominante bajo una exposicion corta a
antibidticos (Cochetiére et al., 2005).

De hecho, la idea sobre las capacidades que tienen las especies dominantes
sobre el ecosistema se ve soportada en el mapa de calor de los médulos metabdlicos,
construido con los distintos nucleos de membresia-composicion. Primeramente, se
puede observar que al considerar parametros mas restrictivos de prevalencia-
abundancia (99%-102, 99%-10+), donde se hallaron 2 y 4 OTUs, se encuentran
funciones encargadas de la degradacion de monosacaridos, aminoacidos y glicerol, es
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decir las formas estructuralmente mas simples de las macromoléculas que componen
nuestra dieta y de la que extraemos energia. En esencia, estas funciones representan
vias metabdlicas de los degradadores finales de la cadena tréfica. Por otro lado, al
considerar unos parametros mas laxos (95%-10%), es decir, al obtener las posibles
funciones del conjunto de 19 especies bacterianas, se encuentra un enriquecimiento
funcional importante, entre los cuales se incluyen modulos encargados de la extracciéon
de energia de la dieta del hospedero, incluyendo aquellos para el metabolismo de
macromoléculas no digeribles por las enzimas humanas, es decir, las vias metabdlicas
presentes en los degradadores iniciales de la cadena trofica. De hecho, esta diversidad
de funciones metabdlicas se mantiene estable al relajar aun mas los parametros de
prevalencia-abundancia (75%-10"%, 90%-104); no obstante, cuando se obtienen las
posibles funciones de las 100, 137 y 4720 OTUs presentes en los nucleos de membresia-
composicion 50%-104, 50%-10° y 0%-0 se obtiene una cantidad menor de funciones,
pero siguen estando relacionadas con la degradacion de estructuras moleculares
complejas.

De forma similar a la arriba descrita, a partir de la reconstruccion del nucleo
microbiano basado en las vias metabdlicas, Turnbaugh et al. (2009) revelaron que la
representacion de los grupos funcionales fue altamente consistente en todas las
muestras. Entre las funciones conservadas se incluyen varias vias que son
probablemente importantes para la subsistencia en el intestino, como la degradacién de
carbohidratos y metabolismo de aminoacidos (ej. metabolismo de fructosa/manosa, el
metabolismo del amino-azucar y la degradacion de N-glicano). Ademas, se incluyen
sistemas de secrecion y transporte de membrana (ej. sistemas de fosfotransferasa
implicados en el transporte de nutrientes). Aunque muy pocos estudios han llevado a
cabo la busqueda de un nucleo funcional, el estudio de Turnbaugh et al. (2009) es
bastante consistente con el nucleo funcional obtenido para la poblacién colombiana.
Basada en estos hallazgos y su comparacién con estudios previos, se sugiere que el
minimo conjunto de especies bacterianas (es decir, el “verdadero” nucleo microbiano)
capaz de realizar la mayor parte de funciones metabdlicas dentro del ecosistema y
mantener el buen funcionamiento del hospedero no es el nucleo mas restrictivo, sino el
nucleo de membresia del 95%. A pesar de que el concepto tedrico del nucleo microbiano
sugiera un parametro de prevalencia mas estricto, en términos bioldgicos, considerar
unicamente a las 4 OTUs que componen el nucleo de membresia al 99% no seria
adecuado dado que su potencial funcional es reducido (degradacién de estructuras
simples de compuestos previamente degradados por otros microorganismos) y, a lo
mejor, no lograrian por si solas sobrevivir dentro del intestino.

Por tal motivo, se considera que el nucleo mas apropiado deberia ser el
conformado por 19 especies (membresia-composicion: 95%-10-3). No obstante, cabe
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resaltar que llegar a esta conclusion requirio la exploracidén del nucleo microbiano bajo
distintas opticas, es decir, considerando la membresia, la abundancia y el perfil funcional
de la microbiota de estudio. Por tanto, es el analisis conjunto de estos tres conceptos el
que guia esta determinacion y no una escogencia arbitraria, como se propone en otros
estudios (Huse et al., 2012; Tap et al., 2009; Zhang et al., 2015).

Teniendo en cuenta que el nucleo de la poblacion colombiana se ve bien
representado por una prevalencia del 95%, se hizo un analisis de este nucleo microbiano
en diferentes subconjuntos poblacionales (subdividido por ciudad de origen, IMC y
género). Al determinar dichos nucleos, se encontré que, a pesar de que el nucleo
microbiano tenga variaciones menores por subconjunto considerado (Fig. 6), la mayor
parte de las OTUs identificadas se comparte entre las distintas categorias. En
consecuencia, estos hallazgos refuerzan la idea de la existencia de un nucleo microbiano
comun a la poblacion colombiana, capaz de sufrir pequefas variaciones segun la
subpoblacion de interés.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El interés especifico hacia las bacterias universalmente compartidas surge del
hecho de que, a diferencia de los habitantes intestinales transitorios que fluctiuan
dependiendo de la dieta y otros factores ambientales, las bacterias del nucleo comun se
conservan durante la coevolucion mutua del hombre y sus microbios intestinales. En
consecuencia, se prevé que el nucleo microbiano represente un conjunto seleccionado
de simbiontes. Una vez catalogada, la caracterizacion dirigida de las bacterias nucleares
proporcionaria una estrategia cientificamente solida y economicamente relevante para
acceder a los microbios gastrointestinales que son los mas relevantes para la salud
humana y que pueden tener potencial diagndstico o terapéutico.

El presente estudio concibe un acercamiento novedoso al concepto del nucleo
microbiano empleando nociones de la ecologia tradicional, entre ellos la prevalencia, la
abundancia, las relaciones filogenéticas de las OTUs y el potencial funcional de estos
grupos microbianos. Este trabajo de grado demuestra que la busqueda de un nucleo
microbiano es mas rica y compleja que la simple nocién intuitiva sobre el conjunto de
especies compartidas por todos los miembros de una poblacion. Adicionalmente, se
sugiere que el minimo conjunto de microorganismos capaz de realizar la mayor parte de
funciones metabdlicas dentro del ecosistema y mantener el buen funcionamiento del
hospedero, no es el nucleo mas restrictivo (nucleo de membresia al 99%), sino un nucleo
de membresia del 95%. Esto, dado que, en términos bioldgicos, al considerar las 19
OTUs que componen este nucleo se asegura una amplia gama de funciones asociadas
tanto con el inicio como el final de la red trofica del intestino, caso contrario a lo que
ocurre en el nucleo de membresia al 99%.

En este sentido, las investigaciones futuras podrian encaminarse en, por lo
menos, dos vias: (1) explorar el concepto de nucleo del mismo modo que se hace aqui
en otras poblaciones ya estudiadas, con el animo de determinar la existencia o no de un
nucleo microbiano a escala humana. (2) Validar experimentalmente el o los nucleos
microbianos, por ejemplo, haciendo uso de modelos animales libres de microorganismos
(ej: ratones gnotobidticos). En este ultimo caso, es de esperar que la colonizacion
intestinal por los miembros del nucleo (en el caso de la poblacién aqui estudiada, las 19
OTUs del nucleo 95%-10-%) permita el adecuado desarrollo y funcionamiento de los
hospederos, lo que en ultimas validaria experimentalmente la existencia del nucleo.
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ANEXOS

Clasificacion taxonomica a

Clasificacion taxonomica

OTUid nivel de especie a nivel de phylum
Otu00006 | Akkermansia muciniphila Verrucomicrobia
Otu00025 | Bacteroides sp. Bacteroidetes
Otu00007 | Bifidobacterium adolescentis | Actinobacteria
Otu00030 | Blautia obeum Firmicutes
Otu00037 | Blautia sp. Firmicutes
Otu00046 | Blautia sp. Firmicutes
Otu00059 | Blautia sp. Firmicutes
Otu00017 | Collinsella aerofaciens Actinobacteria
Otu00004 | Escherichia coli Proteobacteria
Otu00005 | Faecalibacterium prausnitzii | Firmicutes
Otu00008 | Faecalibacterium prausnitzii | Firmicutes
Otu00003 | Gemmiger formicilis Firmicutes
Otu00012 | Oscillospira sp. Firmicutes
Otu00014 | Roseburia faecis Firmicutes
Otu00024 | Ruminococcus gnavus Firmicutes
Otu00035 | Ruminococcus lactaris Firmicutes

SMB.53 N Firmicutes
Otu00029 | (familia Clostridiaceae)
Otu00020 | Streptococcus sp. Firmicutes
Otu00022 | Streptococcus sp. Firmicutes

Anexo 1. Nucleo de membresia con prevalencia del 95%.
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Moédulos (Nivel 1) Médulos (Nivel Il) Médulos (Nivel Ill) Médulos id | Grupo
Degradacion de acetil | Degradacion de Degradacién de acetil MF0003 y
glucosamina aminas y poliamidas | glucosamina
Degradacion de Degradacion de Degradacion de MF0007 y
fenilalanina aminoacidos aminoacidos aromaticos
Degradacion de Degradacion de Degradacion de MF0008 y
tirosina aminoacidos aminoacidos aromaticos
Degradacion de Degradacion de Degradacion de MF0009 y
triptéfano aminoacidos aminoacidos aromaticos

e ., Degradacion de
Degradacion de Degradacion de am?noécidos cargados MFO0011 1
aspartato aminoacidos de forma negativa

e ., Degradacion de
Degradacion de Degradacion de am?noécidos cargados MF0014 1
glutamato aminoacidos de forma negativa

e e Degradacion de
Dggradamon de Degraqa_clon de aminoacidos no-polares, | MF0016 1
glicina aminoacidos alifaticos

e e Degradacion de
Deg_rac?amon de De_grac’ia_mon de aminoacidos no-polares, | MF0023 1
metionina aminoacidos alitaticos

e e Degradacion de
Degradamon de De_grac’ia_mon de aminoacidos no-polares, | MF0028 1
serina aminoacidos alifaticos

e e Degradacion de
Degrgdamon de Degrac’iaplon de aminoacidos no-polares, | MFO033 1
cisteina aminoécidos alifaticos

e ., Degradacion de
Degradacion de Degradacion de am?noécidos cargados MF0035 1
arginina aminoécidos de forma positiva
Degradacion de Degradacion de Degradacion de MF0048 y
lactosa carbohidratos disacaridos
Degradacion de Degradacion de Degradacion de MF0056 y
galactosa carbohidratos monosacaridos
Glicolisis (Fase Metabolismo central | Metabolismo energético | MFO080 1
preparatoria)
Glicdlisis Metabolismo central | Metabolismo energético | MFO081 1
Complejo de piruvato Metabolismo central | Metabolismo energético | MF0083 1
deshidrogenasa
:?;rsuavato: formato Metabolismo central | Metabolismo energético | MF0085 1
Ciclo de &acido citrico | Metabolismo central | Metabolismo energético | MFO086 1
Ciclo de &cido citrico | Metabolismo central | Metabolismo energético | MF0087 1
Ciclo de &acido citrico | Metabolismo central | Metabolismo energético | MFO088 1
Homoacetogénesis Metabolismo de gas | Acetogénesis MFO0093 1
Degradacion de Degradacion de Degradaciéon de mucina | MF0102 1
mucinas glicoproteinas
Reduccion de nitrato | Metabolismos de 0, MFO103 |1

nutrientes inorganicos

Derivacion de Degradacion de Derivacion de glioxilato  |MF0110 |1
glioxilato lipidos
De acetil-CoA a Metabolismo de acido Metabolismo del acetato | MFO113 y
acetato organico
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Médulos (Nivel I) Moédulos (Nivel Il) Médulos (Nivel Ill) Médulos id | Grupo
Produccion de Metabolismo de acido | y;o1ap0lismo de lactato | MFO119 |1
lactato organico
Produccion de Metabolismo de acido | Metabolismo de
. . . MF0122 1
propionato organico propionato
Degradacion de Metabolismo de acido | Metabolismo de
. . MF0124 1
fucosa organico propionato
Produccion de Metabolismo de acido | Metabolismo de
. e . MF0127 1
succinato organico succinato
Catalasa Protfecmo.n cgntra el Catalasa MF0129 1
estrés oxidativo
Degradacion de Degradacion de Degradacion de
. . o MF0060 2
ribosa carbohidratos monosacaridos
Desc_je acetato a Metgb_ohsmo de &cido Metabolismo del acetato | MF0112 2
acetil-CoA organico
Degradacion de
alpha-D-glucosa y Degradacion de Degradacion de
) e MF0057 3
alfa-D-glucosa 1- carbohidratos monosacaridos
fosfato
Produccion de Metabolismo del Metabolismo de etanol | MFO001 |3
etanol alcohol
e . Degradacion de
Deg.radamon de Degrac’ia_clon de aminoacidos no-polares, | MF0017 3
alanina aminoacidos ey
alifaticos
e . Degradacion de
Deg_radamon de Degragla_clon de aminoacidos no-polares, | MF0018 3
prolina aminodcidos e
alifaticos
e . Degradacion de
Degrgdacmn de Degra@a'clon de aminoacidos polar, no- MF0029 3
treonina aminoacidos
cargados
e . Degradacion de
Degrgdacmn de Degra(?a_clon de aminoacidos polar, no- MF0030 3
treonina aminoacidos
cargados
. . Degradacion de
Degrad_amon Degra(?a_clon de aminoacidos polar, no- MF0032 3
glutamina aminoacidos
cargados
. . Degradacion de
Degrgdamon de Degra(?a_clon de aminoacidos polar, no- MF0034 3
arginina aminoacidos
cargados
Degradacion de Degradgcmn de E)_egra’d§0|on de MF0046 3
sucrosa carbohidratos disacaridos
Deg_re_zdauon de Degraqamon de D_egrgdgmon de MF0050 3
melibiose carbohidratos disacaridos
Degradacion de Degradacion de Degradacion de
! RO MF0051 3
sucrosa carbohidratos disacaridos
Degradacion de Degradacion de Degradacion de
! L MF0061 3
manosa carbohidratos monosacaridos
Degradamon de Degrad.amon de Degrad’aglon de MF0062 3
azucar carbohidratos polisacaridos
Metgbohsmo de Degrad.amon de Almacenaje MF0066 3
glicégeno carbohidratos
bifidobacterium Metabolismo central Metabolismo energético | MFO079 3

shunt
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Moédulos (Nivel 1) Modulos (Nivel Il) Médulos (Nivel Ill) Médulos id | Grupo
Via pentosa fosfato | Metabolismo central Metabolismo energético | MFO090 3
Degradacion de Degr.adalmon de aminas Degradacién de urea MF0006 4
urea y poliamidas
e . Degradacion de
pegradlamon de Degrac:la_c:lon de aminoacidos no-polares, | MF0022 4
isoleucina aminoacidos s
alifaticos
e . Degradacion de
Degrada.mon de Degrac:la_c:lon de aminoacidos polar, no- MFO0031 4
asparagina aminoacidos
cargados
. L Degradacion de
I_Degradamon de Degrac’Ja_czlon de aminoacidos cargados MF0040 4
lisina aminoacidos o
de forma positiva
Degradamon de Degrad_amon de Degradac'|0_n de MF0055 4
xilosa carbohidratos monosacaridos
Degradacion de Degrad_acmn de Degradac]qn de MF0058 4
fructosa carbohidratos monosacaridos
Degradacion de Degradacion de lipidos | Degradacién de glicerol | MF0109 4

glicerol

Anexo 2. Médulos metabdlicos predichos en el nucleo funcional.
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OTU id Clasificaci:ri‘(:zr:ca):_(onémica rﬁ‘llaj'::?;;:;ﬂj ran Barranquilla | Bogota | Bucaramanga | Cali Medellin
Otu00058 | Actinomyces sp. Actinobacteria o)
Otu00006 glzlkc%rlgzzgia Verrucomicrobia (o) o
Otu00027 | Bacteroides fragilis Bacteroidetes
Otu00025 | Bacteroides sp. Bacteroidetes (o] (o] o
0tu00007 anggggggig“m Firmicutes ) ) o
Otu00030 | Blautia obeum Firmicutes (o] o
Otu00037 | Blautia sp. Firmicutes (o) (o) o (o]
Otu00046 | Blautia sp. Firmicutes o o
Otu00059 | Blautia sp. Firmicutes (o) (o) (o)
Otu00016 ;ig%ﬁi’f’;gf&lus Firmicutes ) o
Otu00010 | Clostridium celatum Firmicutes (o) o
Otu00026 | Clostridium hathewayi Firmicutes (o] (o]
Otu00017 | Collinsella aerofaciens | Actinobacteria (o) (o)

Otu00083 | Dorea formicigenerans | Firmicutes 0 (o)
Otu00066 | Dorea sp. Firmicutes

Otu00009 fg:;rsgsgzr Proteobacteria o o (o]

Otu00004 | Escherichia coli Proteobacteria o (o] o o
Otu00005 /,: f':;:ri’l'.?;icter ium Firmicutes o o o )
Otu00008 graae;sarx?;icterium Firmicutes o (o} (o) (o)
Otu00003 | Gemmiger formicilis Firmicutes (o] (o] o o
Otu00097 | Mogibacteriaceae Firmicutes

Otu00045 | Streptophyta Cyanobacteria o
Otu00012 | Oscillospira sp. Firmicutes (o] (o) o
Otu00002 | Prevotella copri Bacteroidetes (o) (o)
Otu00014 | Roseburia faecis Firmicutes (o] (o] o o
Otu00064 | Roseburia inulinivorans | Firmicutes

Otu00013 | Ruminococcus bromii Firmicutes (o]

Otu00024 | Ruminococcus gnavus | Firmicutes (o) (o) (o) (o)
Otu00035 | Ruminococcus lactaris Firmicutes (o) o o
0tu00029 (ng”rﬁﬁg (S:‘l’(')stri diaceae) | Fimmicutes ) o) o
Otu00020 | Streptococcus sp. Firmicutes o (o) o
Otu00022 | Streptococcus sp. Firmicutes o (0] o o
Otu00056 f;/ril?;:l;))illlgranulum Firmicutes

Otu00044 | Veillonella dispar Firmicutes o

Anexo 3. Nucleo de membresia por ciudad considerando una prevalencia del 95%.



Clasificacion taxonomica

Clasificacion a nivel de

OTU id a nivel de especie phylum Normal | Sobrepeso | Obesidad
Otu00006 Akkermansia muciniphila Verrucomicrobia fo}
Otu00027 Bacteroides fragilis Bacteroidetes o)

Otu00025 Bacteroides sp. Bacteroidetes o)

otoooo7 | Blidobacterium Firmicutes o
Otu00030 Blautia obeum Firmicutes o) lo}
Otu00037 Blautia sp. Firmicutes o) fo}
Otu00046 Blautia sp. Firmicutes lo)
Otu00059 Blautia sp. Firmicutes o) fo}
Otu00010 | Ciostridium celatum Firmicutes

Otu00026 | Ciostridium hathewayi Firmicutes o

Otu00017 | Collinsella aerofaciens Actinobacteria 0 o]
Otu00083 | porea formicigenerans Firmicutes o)
Otu00004 Escherichia coli Proteobacteria o) fo}
0tu00005 p’i accalibacterium Firmicutes o o
0tu00008 pc aecalibacterium Firmicutes o o
0Otu00003 Gemmiger formicilis Firmicutes 0 (o]
Otu00012 Oscillospira sp. Firmicutes fo) fo}
Otu00002 Prevotella copri Bacteroidetes lo)
Otu00024 Ruminococcus gnavus Firmicutes o) (o]
Otu00014 Roseburia faecis Firmicutes 0 fo}
Otu00013 Ruminococcus bromii Firmicutes

Otu00035 | Ruminococcus lactaris Firmicutes o]
Otu00029 SMB53 sp. Firmicutes fo}
Otu00020 Streptococcus sp. Firmicutes fo)

Otu00022 Streptococcus sp. Firmicutes o) fo}

Anexo 4. Nucleo de membresia por categorias de indice de masa corporal considerando una

prevalencia del 95%.
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Clasificacion taxonémica a

Clasificacion a nivel

OTU id nivel de especie de phylum Masculino Femenino
Otu00006 Akkermansia muciniphila Verrucomicrobia
Otu00025 | Bacteroides sp. Bacteroidetes
Otu00007 | Bifidobacterium adolescentis | Actinobacteria
Otu00030 Blautia obeum Firmicutes
Otu00037 Blautia sp. Firmicutes
Otu00046 | Blautia sp. Firmicutes
Otu00059 Blautia sp. Firmicutes
Otu00010 | Clostridium celatum Firmicutes
Otu00026 | Clostridium hathewayi Firmicutes
Otu00017 Collinsella aerofaciens Actinobacteria
Otu00083 Dorea formicigenerans Firmicutes
Otu00009 Enterobacter hormaechei Proteobacteria
Otu00004 | Escherichia coli Proteobacteria
Otu00005 Faecalibacterium prausnitzii | Firmicutes
Otu00008 | Faecalibacterium prausnitzii | Firmicutes
Otu00003 Gemmiger formicilis Firmicutes
Otu00012 | Oscillospira sp. Firmicutes
Otu00002 | Prevotella copri Bacteroidetes
Otu00014 | Roseburia faecis Firmicutes
Otu00013 | Ruminococcus bromii Firmicutes
Otu00024 | Ruminococcus gnavus Firmicutes
Otu00035 | Ruminococcus lactaris Firmicutes
Otu00029 SMB53 sp. Firmicutes
Otu00020 | Streptococcus sp. Firmicutes
Otu00022 Streptococcus sp. Firmicutes

Anexo 5. Nucleo de membresia por sexo considerando una prevalencia del 95%.
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