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RESUMEN

La diarrea esta relacionada con una microbiota disbidtica que favorece la colonizacion y
expansion de bacterias patdgenas en el hospedero. La lactoferrina (LF) inhibe el crecimiento
de patogenos y promueve el crecimiento de bacterias probiéticas (de efecto beneficioso) en el
intestino; sin embargo, se desconoce el efecto de la LF sobre una microbiota intestinal
disbidtica. Este trabajo tiene como objetivo describir el efecto de la LF sobre la composicion
de una microbiota intestinal disbidtica de infantes de 12 a 18 meses de edad. Treinta nifios
divididos en dos grupos participaron en el estudio: 16 nifios con multiples episodios de
diarrea el mes previo al tratamiento (Grupo Disbiotico) y 16 nifios sanos (Grupo No-
Disbiotico). En cada grupo, 8 infantes recibieron LF y 7 recibieron placebo durante 6 meses.
Se secuenciaron las muestras fecales de los participantes a los 0, 2 y 4 meses después de
iniciado el tratamiento (Tiempos MO, M2 y M4). La composicion microbiana fue
caracterizada mediante secuenciamiento del marcador 16s ADNr y andlisis bioinformatico.
Los nifios que recibieron LF aumentaron la diversidad de su microbiota en el tiempo M4
respecto a MO (p-value<0.005, prueba de Wilcoxon). Asi mismo, infantes tratados con LF en
el tiempo M4 presentaron un aumento de géneros bacterianos probidticos como
Ruminococcus y Roseburia con respecto al punto MO. Identificamos un crecimiento de
bacterias probidticas y de diversidad en la microbiota fecal después de la administracion de
LF independientemente de la condicion inicial del paciente. Futuros estudios con un mayor

numero de pacientes permitiran confirmar estos resultados preliminares.

Palabras clave: Microbiota, Disbiosis, Lactoferrina,



ABSTRACT

Diarrhea is related to a dysbiotic microbiota that favors the growth of bacterial pathogens.
Lactoferrin (LF) inhibits the growth of pathogens and promotes the growth of probiotic
(beneficial) bacteria; nonetheless, the effect of LF on a dysbiotic microbiota is unknown. This
work aims to describe the effect of LF in dysbiotic gut microbiota of infants aged between 12
and 18 months. Thirty infants divided into two groups had participated in this study: 16
infants with multiple episodes of diarrhea the month prior to the start of the treatment
(Dysbiotic group) and 16 healthy children (Non-dysbiotic group). Within each group, 8
infants received LF as treatment, and 7 received placebo for six months. Fecal samples from
participants were sequenced at 0, 2, and 4 months after treatment (Time points MO, M2, and
M4). Microbiota composition was characterized by 16S rDNA sequencing and bioinformatic
analysis. Infants who received LF presented an increase in microbiota diversity at time point
M4 respect to MO (p-value < 0.005, Wilcoxon test). Furthermore, infants treated with LF at
M4 point presented an increase in probiotic bacterial genera such as Ruminococcus y
Roseburia, respect to MO point. We identified an increase of probiotic bacteria and diversity
on fecal microbiota after the oral administration of LF independently of the initial condition
of the patient. Further studies with larger number of patients are necessary to confirm these

preliminary results.

Keywords: Microbiome, Dysbiosis, Lactoferrin.



I. INTRODUCCION

La microbiota humana es un ecosistema de microorganismos (bacterias, virus, hongos,
parésitos, entre otros) que tiene una influencia significativa en las funciones metabolicas,
inmunoldgicas y cognitivas de su hospedero (individuo en el que habita), ademas de evitar la
colonizacién por patdégenos (1,2). Las bacterias representan el grupo predominante en la
microbiota humana; estas tienen la capacidad de influir directamente en el estado de salud en
su hospedero gracias a la produccion de metabolitos y proteinas que regulan el metabolismo
humano (3,4). La microbiota se encuentra en todo el cuerpo humano, sin embargo es el

intestino el nicho con mayor abundancia y diversidad de bacterias (3).

En individuos sanos, la microbiota tiene una relacion simbidtica con el huésped (denominada
normobiosis); por el contrario, cualquier desviacion de ese estado es considerado una
disbiosis, la cual se caracteriza por favorecer el crecimiento de patdgenos (2,3,5). Una
microbiota intestinal en disbiosis se suele asociar con una infeccién en el tracto digestivo, que
a su vez esta relacionada con un cuadro de diarrea (definida por tres o mas deposiciones
acuosas 0 una deposicion acuosa con sangre al dia) (6,7). La diarrea es una de las principales
causas de mortalidad infantil en menores de 5 afios representando un 14% del total de las
muertes infantiles a nivel mundial, siendo los paises en vias de desarrollo los mas afectados
(6,7).

La lactoferrina (LF) es una proteina de la leche materna involucrada en la formacién de la
microbiota intestinal del neonato (8,9). Esta proteina favorece el crecimiento de bacterias
acido-lacticas intestinales que actian como barrera protectora intestinal (ej: Lactobacillus
Leuconostoc, Peptoniphilus, entre otros) y son consideradas bacterias probidticas (de efecto
beneficioso) al evitar la colonizacion de patdgenos intestinales, regulando positivamente el
metabolismo del hospedero (9-11). Es por ello que la administracion oral de LF puede ser un

posible tratamiento preventivo contra un estado de disbiosis en la microbiota intestinal.

Sin embargo, en los Gltimos afios se han reportado bacterias patogenas capaces de evadir la



accion biologica de la LF (12). Se reportaron bacterias capaces de expresar receptores
especificos para LF que les permiten captar hierro que previamente habia sido quelado por
dicha proteina (12). Asi mismo, estudios en ratones reportaron que la acciéon inmunoduladora
de la LF se podria reprimir cuando ésta es aplicada sobre una microbiota con composicion

bacteriana empobrecida (11).

Hasta la fecha no hay estudios clinicos que evallen el efecto de la LF en una microbiota
disbiotica. En este trabajo realizaremos un estudio descriptivo del efecto de la administracion
oral de LF sobre una microbiota intestinal en disbiosis mediante el analisis metagendémico de
heces provenientes de infantes en un rango de edad entre 12 y 18 meses. Este es el primer
estudio del efecto de la LF sobre una microbiota en disbiosis y mejorara el entendimiento del

efecto de la suplementacion de la administracion de LF sobre la microbiota intestinal.

1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Microbiota intestinal infantil

La microbiota es un ecosistema de microorganismos (bacterias, hongos, virus, parasitos, entre
otros) que colonizan e influyen significativamente en funciones metabdlicas, inmunologicas y
cognitivas del hospedero (1,2). Su composicion se ve influenciada por factores tales como la
genética del hospedero, tipo de parto, estilo de vida, tratamiento médico, entre otros (13). La
microbiota bacteriana regula el metabolismo del hospedero gracias la produccién de
metabolitos y proteinas (3,4). Los individuos saludables poseen una microbiota en estado de
normobiosis (relacién arménica con el hospedero); sin embargo la desviacion de ese estado
es considerado una disbiosis, en la cual se ve favorecido el crecimiento de microorganismos
patogenos (1,14,15).

Si bien existe una microbiota bacteriana en todas las superficies del cuerpo del hospedero, el
intestino es el nicho con mayor cantidad de bacterias (14,16). La microbiota intestinal cumple
roles importantes desde el nacimiento en el neonato tales como la maduracion de enterocitos,
la diferenciacion de linfocitos T, resistencia a la colonizacion por parte de bacterias
patogenas, entre otros (3,14,17,18). Asi mismo, la microbiota intestinal posee un conjunto
genetico 100 veces mas grande que el del humano, el cual expresa productos bacterianos tales
como aminoacidos esenciales, nucleétidos, metabolitos y proteinas; los cuales pueden ser

utilizados por el huésped (16). Cualquier cambio en la composicion de la microbiota



intestinal tendra un impacto en la expresion de este conjunto bacteriano; el cual afectarad

directamente la salud del hospedero (4,16).

A. Formacion de la microbiota intestinal en infantes

La microbiota del neonato proviene de la madre, y se transmite mediante la placenta, parto
vaginal y consumo de leche materna (8,19). Dicha microbiota es predominantemente
colonizada por especies bacterianas &cido-lacticas beneficiosas como Lactobacillus y
Bifidobacterium, las cuales al producir proteinas con sitios N-terminales &cidos reducen el pH
del ambiente intestinal e inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas (3,20,21). La
colonizacién inicial con bacterias acido lacticas permite al neonato resistir la colonizacién de

bacterias patdgenas, disminuyendo su susceptibilidad a infecciones (22).

La colonizacion de bacterias de efecto beneficioso es necesaria para la estabilizaciéon del
metabolismo y el sistema inmune del infante entre los 18 meses y tres afios de edad (2). La
perturbacion de la microbiota a una edad temprana afectara el desarrollo del infante y traera

repercusiones en su vida adulta (19,22).

B. Impacto del microbioma intestinal en disbiosis

Un estado de disbiosis puede ocurrir por contaminacion bacteriana directa (contacto con el
pezén durante la lactancia, uso de medicamentos, agua y equipo contaminado en la
preparacion de la leche en férmula, entre otros) e indirectas (cambios en la funcién de la
mucosa intestinal y alteraciones inmunoldgicas) (8). Asi mismo, la interrupcion de la
transmision de bacterias de efecto beneficioso (lo cual se puede ocasionar por parto por
cesarea, bafios excesivos, uso de antibidticos, alimentacion con leche en formula, entre otros)
incrementa la susceptibilidad a la colonizacién de bacterias patgenas, lo cual puede originar
una disbiosis (3,8). Ademas, el uso de antibidticos elimina la microbiota del hospedero,
dejando espacios y recursos disponibles para que bacterias exdgenas (no propias de la

persona) puedan colonizar el intestino (3,15,23).

La infeccion del intestino puede dafar el epitelio intestinal, lo cual puede favorecer una
diarrea acuosa (condicién en la cual aumenta el fluido y transito intestinal) que permite el
crecimiento de patdgenos con capacidad de adherirse a la mucosa intestinal y desplazar a la
microbiota intestinal comensal (propia del hospedero), pudiendo intensificar el cuadro de la

3



diarrea (5,24,25). Infantes con diarrea aguda presentan una microbiota intestinal menos
estable y un retraso significativo en su maduracién intestinal, haciendo que la persona sea
mas propensa a desarrollar un cuadro diarreico en el futuro (5). En infantes, un episodio de
diarrea hace que el intestino entre a un estado de disbiosis (5).

En neonatos la composicion de la microbiota intestinal se caracteriza por ser inestable ya que
se encuentra en formacion; esto la hace propensa a ser perturbada y desarrollar un estado
disbidtico (8,13,14). Una microbiota intestinal disbiotica es un factor de riesgo considerable
para el desarrollo de sepsis, asma, colitis ulcerosas, enfermedad de Crohn, enterocolitis

necrotizante (NEC), entre otras enfermedades (26-28).

1.2.2 Lactoferrina

La lactoferrina (LF) es una proteina que se encuentra en la leche materna humana en una
concentracion de 3.16 g/L y representa el 20% del total de proteinas presentes en este
alimento (Figura 1) (9). Pesa 80 KDa, contiene 692 residuos de aminoacidos, se encuentra
glicosilada en la zona N-terminal y posee dos I6bulos; cada uno de estos rodea al i6n férrico
con las cadenas laterales de Tyr, Asp y His (9). Dado que la gran mayoria de neonatos
reciben leche materna como alimento exclusivo durante los primeros meses de vida, existe un

contacto permanente de la LF con el intestino es constante (8).

Figura 1. Estructura de la Lactoferrina. La lactoferrina (LF) es una proteina que se encuentra en la leche
materna humana en una concentracién de 3.16 g/L y representa el 20% del total de proteinas presentes en este
alimento. Pesa 80 KDa, contiene 692 residuos de aminoacidos, se encuentra glicosilada en la zona N-terminal y
posee dos I6bulos; cada uno de estos rodea al i6n férrico con las cadenas laterales de Tyr, Asp y His (9). La
estructura se descargé del Protein Data Bank (Cddigo de acceso: 1LFG).



A. Funcién antimicrobiana de la lactoferrina

La LF posee propiedades antimicrobianas bacteriostéticas y bactericidas (29). En su accién
bacteriostatica la LF quela (secuestra) el hierro del ambiente, disminuyendo la disponibilidad
de este elemento para el crecimiento bacteriano (9). En su accion bactericida, la LF
desestabiliza la membrana celular bacteriana mediante la union a los lipopolisacaridos y al
acido lipoteicoico (29). La LF en su forma nativa (20% de saturacion de hierro) tiene la
capacidad de unirse al lipopolisacarido (componente estructural bacteriano que puede
ocasionar inflamacion en la mucosa humana) libre en sangre, evitando la activacion de

respuestas proinflamatorias y shock séptico (29).

B. Efecto de la lactoferrina en la definicion de la microbiota

La LF es una proteina capaz de definir la composicion y estructura de la microbiota intestinal
neonatal (8). En su forma nativa inhibe el crecimiento de bacterias patdgenas mediante su
actividad bactericida y bacteriostatica (9). Ademas, esta proteina fomenta el crecimiento de

bacterias acidolacticas como Lactobacillus y Bifidobacterium (30,31).

Asimismo, se report6 que un grupo de infantes recién nacidos alimentados con leche materna,
donde la LF (en su forma nativa) esta presente, tuvieron una microbiota mas diversa (mayor
numero de especies bacterianas) en comparacion a un segundo grupo de infantes alimentados
con leche en formula carente de LF (8). Sin embargo, un tercer grupo compuesto por infantes
alimentados con leche de formula fortificada con LF (misma concentracion de 3.16 g/L al
igual que en la leche materna) presentaron una microbiota similar al grupo alimentado con
leche materna (8). Este estudio sugiere que la LF promueve una mayor diversidad bacteriana

en la microbiota intestinal.

Sin embargo, algunos estudios han reportado que existen bacterias de las familias
Neisseriaceae y Moraxellaceae son que capaces de quelar el hierro que previamente habia
sido quelado por dicha proteina (Figura 2) (12). Ademas muchas bacterias patogenas
secretan metaloproteinas capaces de quelar hierro del ambiente con mayor afinidad que la LF,

compitiendo por la captura de hierro del ambiente (30).
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Figura 2. Complejo receptor de Lactoferrina. La lactoferrina cargada de hierro se une a las proteinas LbpA 'y
LbpB. Posteriormente la interaccion entre TonB y LbpA va a efectuar un cambio conformacional que va a
permitir el transporte del hierro hasta el espacio intermembrana, en el hierro se une a la proteina FbpA.
Finalmente el hierro es transportado hacia el interior del citoplasma a través del transportador FbpB/C (12).

Asi mismo, algunos estudios han reportado que la leche materna y LF podrian tener un efecto
negativo en modelos animales con una microbiota en disbiosis (11,32). Un estudio aplico
distintas concentraciones de leche a ratas prematuras y se determind que el riesgo de
desarrollar enterocolitis necrotizante (NEC) aumenta mientras se incrementa la cantidad de
leche administrada (32). Sin embargo, este estudio no explica si la LF cumple un rol en este
resultado. Ademas se sugiere que la accion inmunomoduladora de la LF se podria reprimir
cuando esta es aplicada sobre una microbiota con composicion bacteriana empobrecida, lo

cual podria afectar la colonizacion de bacterias probidticas (11,33).

La leche materna, cuyo contenido de LF representa el 20% del total proteico, es el alimento
exclusivo durante los primeros 6 meses de vida del infante (34). Debido al frecuente contacto
del infante con LF, es relevante conocer su impacto en la composicion de la microbiota
intestinal en estado de disbiosis, ya que podria favorecer el crecimiento de patdgenos en estas

condiciones.

1.2.3 Secuenciamiento del marcador 16S ADNr para caracterizar la microbiota fecal

El estudio de la microbiota intestinal se realiza a través del secuenciamiento del marcador
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16S ADNr en muestras fecales, las cuales son representativas de la composicion de la
microbiota intestinal. Se usa este marcador ya que presenta regiones variables que son unicas
para cada género bacteriano, por lo que son usadas para identificar a las bacterias presentes
en el material fecal (35).

Si bien este marcador tiene nueve regiones variables (V1-V9), se suelen secuenciar solo dos o
tres regiones (Figura 3). Esto se debe a que los equipos de secuenciamiento por sintesis
secuencian cadenas cortas (300 pares de bases de longitud aproximadamente), razén por la
cual se suelen secuenciar los marcadores V3-V4 ya que se adaptan mejor a dicha longitud
(36). Estandarizaciones previas reportan que estas regiones son capaces de describir la
diversidad total de la microbiota intestinal de manera costo efectiva en el secuenciador MiSeq
(llumina ® [San Diego, California — USA]) (36).

vive wlw ve Vi ve e

Figura 3. Diagrama del marcador 16S ADNr. Este marcador mide aproximadamente 1500 pares de bases y
presenta nueve regiones variables Unicas para cada taxa bacteriana (35). Dado el secuenciador MiSeq (Ilumina
® [San Diego, California — USA]) permite un secuenciar amplicones con una longitud maxima de 300 pares de
bases se decidi6 secuenciar los fragmentos V3 y V4 dado que se ajustan a dicha medida. Asi mismo estudios
anteriores demostraron que esta region permite describir la microbiota intestinal humana a partir de muestras
fecales (36).

1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La microbiota intestinal posee un conjunto genético 100 veces mas grande que el del
humano, impactando directamente en la salud de su hospedero (16). En infantes, la
microbiota intestinal cumple roles importantes en infantes como la maduracion de
enterocitos, la diferenciacion de linfocitos T, resistencia a la colonizacion por parte de
bacterias patogenas, entre otros (3). Un estado de disbiosis favorece la proliferacion de
patogenos en el intestino, lo cual afectard la composicion de la microbiota intestinal y en
consecuencia la expresion genética de este ecosistema bacteriano; pudiendo afectar la salud
del hospedero (4,14,16).

Aungue ha sido demostrado mediante multiples estudios en infantes que la aplicacion de LF
favorece el crecimiento de bacterias acido lacticas que inhiben el crecimiento de patdgenos

intestinales (8,31), hay reportes en modelos animales que sugieren que la aplicacion de LF en
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una microbiota disbiotica puede intensificar la disbiosis en la microbiota intestinal (11,12,32).
Existe una controversia, ya que hay estudios que sugieren que LF no tiene un efecto benéfico
bajo condiciones iniciales en disbiosis; sin embargo, dicha afirmacién no ha sido confirmada

hasta la fecha.

Por lo tanto, es relevante conocer el efecto que tiene la LF sobre la composicion de una
microbiota inicialmente disbidtica ya que podria intensificar un estado de disbiosis que
afecte directamente a la salud del hospedero. Considerando que el alimento exclusivo en
los primeros seis meses de vida del infante es leche materna, la exposicidn que tendra con LF
serd constante (8). Asi mismo practicas comunes hoy en dia como la cesarea, el uso de
antibiodticos o alimentacion con leche en botella son factores de riesgo para el desarrollo de
disbiosis intestinal en infantes (3).

La literatura actual no presenta un estudio clinico que estudie la composicion de la microbiota
intestinal disbidtica en infantes después de la administracion oral de la LF. EIl presente
estudio tiene como objetivo describir el efecto que tiene la administracion oral de LF sobre la
composicién de una microbiota intestinal en disbiosis en infantes. Para ello se utilizaran
muestras de un ensayo clinico previo aleatorizado y doble ciego que comparo la incidencia de
episodios de diarrea en infantes de 12 a 18 meses de edad tratados con lactoferrina bovina
(bLF) (37). Este es el primer reporte del efecto de la LF sobre una microbiota en disbiosis, lo
cual servira para ampliar el conocimiento sobre el papel que tiene la LF sobre la microbiota
intestinal y evaluar su uso como posible adyuvante en el tratamiento futuro para el aumento

de diversidad bacteriana y la prevencion de infecciones en el intestino.



2.1

1. PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto de la administracién oral de LF sobre la microbiota intestinal de infantes de

12 a 18 meses de edad en estado disbiético?

2.2

OBJETIVO GENERAL

Describir el efecto que tiene la administracion oral de LF sobre la composicion de una

microbiota intestinal en disbiosis de infantes en un rango de edad de 12 a 18 meses a través

del secuenciamiento de material fecal.

2.3

b)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar la técnica de secuenciamiento del marcador 16S ADNTr en el instrumento
MiSeq (llumina ® [San Diego, California — USA]) para el analisis de composicion
taxondmica de la microbiota fecal. Para lograr este objetivo, se realizd la extraccion
de ADN de heces frescas de 24 voluntarios adultos, y se secuenciaron librerias

gendmicas a partir de ellas.

Describir el efecto de la administracion oral de la LF sobre la composicion de la
microbiota fecal de infantes en estado de disbiosis (infantes que hayan presentado
multiples episodios de diarrea en el Gltimo mes antes de iniciar el tratamiento). Para
ello se realizo la extraccion de ADN, preparacion de librerias y secuenciamiento de 90
muestras fecales procedentes de un estudio clinico previo (“Randomized double-blind
controlled trial of bovine lactoferrin for prevention of diarrhea in children”) (37).

Identificar las géneros bacterianos cuyo crecimiento se haya visto favorecido en el
grupo de infantes que recibié administracion oral de LF y en el grupo de infantes que
recibid placebo como tratamiento.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio exploratorio y transversal para determinar el efecto de la LF en la composicion de la
microbiota intestinal en disbiosis, estudiada a través de andlisis metagenémico de materia

fecal en infantes en un rango de edad entre 12 y 18 meses.

En resumen, se extrajo ADN genomico de muestras fecales y se amplifico por PCR la regién
V3-V4 del marcador 16S ADNr. Estos amplicones de PCR se secuenciaron para la
determinacion de las especies bacterianas que componen la microbiota fecal. Asi mismo se
describieron las especies bacterianas cuyo crecimiento se haya visto favorecido en alguno de

los grupos experimentales.

3.2 POBLACION, MUESTRA Y TAMANO MUESTRAL

Las muestras de material fecal provienen de un ensayo clinico aleatorizado y doble ciego que
comparo la incidencia de episodios de diarrea en infantes de 12 a 18 meses de edad tratados
con lactoferrina bovina (bLF [Tatua Co-operative Dairy Co, Ltd,Morrinsville, New Zeland])
0 maltodextrin (azucar de trigo inocuo [Montana SA, Lima, Per(]) como placebo (PB)en el
distrito de Independencia — Lima desde enero del 2008 a mayo del 2011 (37). El objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de la administracion oral de bLF en la prevencion de
diarrea. Estas muestras se encuentran en el banco de muestras del Laboratorio de Infectologia

Pediatrica (Laboratorios de Investigacion y Desarrollo [LID], UPCH) almacenadas a -20°C.

El estudio consistio en la administracion oral aleatoria de LF a 278 infantes o PB a 277 nifios.
Los participantes recibieron administracion oral de 0.5 g de LF o PB diluido en 25 ml de agua
hervida dos veces al dia por un periodo de 6 meses; la cual fue administrada por enfermeras
comunitarias. Los criterios de inclusién fueron los nifios cuyas madres aceptaron la
participacion de sus hijos en el estudio, con el criterio de tener entre 12 a 18 meses de edad.
Se eligid ese rango de edad porque a partir de los 12 meses los infantes ya no se encuentran
lactando generalmente, pero siguen en riesgo de presentar diarrea. Todos los infantes
participantes tuvieron que ser destetados antes de iniciar el tratamiento ya que la leche

materna contiene naturalmente LF en concentraciones variables, lo cual dificultaria la
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evaluacion de una concentracion constante de LF sobre los participantes. Los criterios de
exclusion fueron la presencia de diarrea severa, persistente o cronica, desnutricion severa,
infecciones que requirieron hospitalizacion previa al estudio, VIH, enfermedades cronicas,
historia de alergia e intolerancia a la leche, eczema, rinitis alérgica o0 asma al momento de

iniciar el estudio.

Se seleccionaron 16 y 14 infantes que recibieron LF o PB respectivamente (30 participantes
en total). En cada grupo experimental (LF o PB) se subdividieron en dos grupos: la primera
mitad conformada por participantes microbiota disbiotica (infantes con maltiples episodios de
diarrea un mes antes de iniciar el tratamiento) y la otra mitad con microbiota no-disbiética
(infantes que no presentaron episodios de diarrea en los Gltimos 6 meses previos al estudio).
Un episodio de diarrea esta definido clinicamente como la presencia de tres o mas
deposiciones de heces acuosas o al menos una deposicion de heces acuosa y con sangre al dia
(38). Se analizaron las muestras fecales de los 30 infantes en tres tiempos diferentes (teniendo
como tiempo cero el inicio de la administracion oral de LF): a los 0; 2 (+/- 2 semanas) y 4
meses (+/- 2 semanas) después de haber iniciado el tratamiento, teniendo un total de 90
muestras fecales secuenciadas (Figura 4). Estos participantes no presentaron episodios de
diarrea ni consumo de antibidticos a lo largo de los cuatro meses después de haber iniciado el
tratamiento. Las muestras fecales se encontraban almacenadas en tubos colectores de heces
(los cuales contienen una deposicion fecal correspondiente a un dia determinado), de los

cuales se usaron 25 gramos para el analisis de la microbiota intestinal de cada participante.

Con el fin de evaluar unicamente la condicion de presentar una microbiota en disbiosis antes
del inicio del tratamiento se excluyeron muestras de nifios con desnutricion y obesidad
basados en datos antropométricos del estudio debido a que dichas condiciones afectan la

composicién de la microbiota intestinal (3).

Puntos en el tiempo y tratamientos

Grupo Mmo* m2* m4*

¥ ¥ ¥
LF Disbidtico (n=8) |

LF No-Disbidtico (n=8) |

PB Disbidtico (n=7) |

PB No-Disbiético (n=7) |

*Muestras fecales colectadas a los 0, 2 y 4 meses
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Figura 4. Disefio del estudio. Se analizé la composicion de la microbiota fecal en infantes que recibieron LF o
PB como tratamiento preventivo. Se formaron dos subgrupos a partir de cada grupo experimental segin la
condicion previa del infante (Disbi6tico/No-Dishidtico) y se analizaron sus muestras fecales a los 0, 2 y 4 meses
después de haber iniciado el tratamiento.

Todas las muestras fecales de infantes fueron codificadas, por lo que se prescindio de la
identidad de los participantes del estudio. Dichas muestras fueron colectadas para el estudio
titulado “Estudio randomizado, controlado de lactoferrina bovina para la prevencion de
diarrea en nifios” (37); el cual fue aprobado por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 51407).

3.3 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

3.3.1 Estandarizacién de la técnica de secuenciamiento

Para realizar la estandarizacion de la técnica de secuenciamiento en el sistema MiSeq
(Humina ® [San Diego, California — USA]) de Illlumina se solicitaron muestras fecales
frescas a 24 voluntarios sanos entre 19 y 24 afios de edad mediante consentimiento verbal.
Luego de obtener las muestras, estas fueron codificadas para proteger la identidad de los
voluntarios y almacenadas a -70°C en el Laboratorio de Infectologia Pediatrica - UPCH hasta
su procesamiento. El procesamiento consisti6 en: Extraccion de ADN bacteriano,
secuenciamiento del gen 16S ADNr y andlisis bioinformatico de la composicion de la
microbiota fecal en QIIME2.

A. Extraccion de ADN bacteriano

Se extrajo el ADN bacteriano total de todas las muestras fecales siguiendo las indicaciones
del protocolo del PowerSoil Pro Kit (QIAGEN ® [Venlo — Netherlands]) (39). Se tomaron
250 mg de material fecal y fueron colocados en tubos con perlas de granate junto a 800 pL de
buffer que protege el &cido nucleico. El tubo se coloc6 en un adaptador de tubos de 2ml para
el equipo Vortex-Genie® 2 (cat. no. 13000-V1-24) y lisaron las muestras con el vortex a una
velocidad maxima por un tiempo de 20 minutos. Luego se centrifugaron las muestras a 15000
rpm a temperatura ambiente por un minuto y se traslado el sobrenadante (500 pL) a un nuevo
tubo y se agrego una solucién (200 pL) que remueve inhibidores de PCR (ADN no orgéanico,
material inorganico, proteinas, entre otros). Después, se centrifug6 la muestra a 15000 rpm a
temperatura ambiente por un minuto y se transfiri6 el sobrenadante a una alta solucion salina
con el fin que el ADN se pueda unir a una membrana de silica. Se paso el sobrenadante por
una membrana de silica en un nuevo tubo y se le agregd un buffer de lavado (500 pL), el cual

12



remueve proteinas y contaminantes no solubles en agua atrapados en la membrana. Después,
se le agreg0 otro buffer de lavado (500 pL) cuya composicidn estd basada en etanol, el cual
removio residuos de sal. Finalmente se agregé el buffer de elucién (50 pL) y se precipito el
ADN. Posteriormente se midio la concentracion de ADN en el equipo Nanodrop 2000
midiendo a una longitud de onda de 260 nm. La pureza se calcul6 midiendo la muestra a una
longitud de onda de 230 nm (con el fin de evaluar contaminacién por sales) y 280 nm (con el
fin de evaluar contaminacion por proteinas. Se aplicaron los ratios de 260/230 nm y 260/280
nm. Idealmente se buscan valores alrededor de 1.7 — 2.0; en caso que algin valor no esté
dentro de dicho rango podria indicar una contaminacion por sales (en caso que el ratio
260/230 supere el valor de 2.0) o por proteinas (en caso que el ratio 260/280 supere el valor
de 2.0) (40).

B. Secuenciamiento del gen 16S ADNr

Se realizd un secuenciamiento paired-end (Secuenciamiento de amplicones producidos por
primers forward y reverse) del marcador 16S ADNr en el equipo MiSeq (llumina ® [San
Diego, California — USA]) (41). Brevemente, se amplificé la region V3-V4 del marcador 16S
ADNr del ADN bacteriano amplificado mediante PCR. Luego se eliminaron los restos del
ADN bacteriano mediante limpiezas por perlas magnéticas y se le afiadié un indice Gnico
(secuencia nucleotidica Unica para asignar la pertenencia de una secuencia a su muestra de
origen) a cada muestra usando el kit Nextera XT (llumina ® [San Diego, California — USA])
mediante PCR. Los amplicones (productos de PCR) fueron secuenciados en corridas de 2x300
pb (Secuenciamiento de productos de los primers forward y reverse leyendo 300 pares de
bases). Finalmente, se asignaron las secuencias a sus muestras correspondientes segun sus

secuencias de indices Unicos.

Se utilizaron las siguientes muestras control para el secuenciamiento de muestras clinicas:
réplicas de las muestras de estandarizacion (STD) de los voluntarios adultos 1, 2 y 4
(muestras que fueron secuenciadas en el primer secuenciamiento de estandarizacion) y una
réplica de la muestra clinica LF-D-3-M4. Esto se realizo con el fin de estudiar la
reproducibilidad de los resultados del secuenciamiento de estandarizacion y el

secuenciamiento de las muestras clinicas.
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C. Analisis bioinformatico de la composicidn de la microbiota fecal

Al final del secuenciamiento se obtiene un archivo fastq (formato de texto que contiene las
secuencias de ADN con su respectivo puntaje de calidad de secuenciamiento para cada
nucleotido). Se analiz6 la composicion de la microbiota de los participantes en el programa

QIIME?2 version 2020.2 (42). Se siguieron los siguientes pasos:

C.1 Control de calidad de las secuencias

Se realiz6 un andlisis de calidad utilizando el programa dada2 para cortar las secuencias cuya
calidad promedio fuera menor que 25 QS (valor que hace referencia a la probabilidad de
haber leido un nucle6tido erréneo, el cual en este caso es de 0.3 %); terminando asi con
secuencias de 251 pares de bases de longitud. Para ello el programa analiza cada secuencia y

elimina aquellas que hayan presentado como maximo dos errores de lectura en una secuencia.

Luego, se eliminaron los indices (secuencia nucleotidica Unica para asignar la pertenencia de
una secuencia a su muestra de origen — Seccién 3.3.1 - B) y secuencias quimeras (secuencias
hibridas procedentes de distintas muestras). Las secuencias que pasaron el filtro de calidad
fueron agrupadas con un 100% de similaridad, formando grupos llamados ASVs (Variantes
de secuencia de amplicones) (43).

C.2 Analisis de composicion de la microbiota fecal

Se analizd la diversidad, composicion e identidad taxonémica de la microbiota de los
participantes con el fin de describir la composicién de la microbiota fecal. Para ello se

realizaron los siguientes analisis:

Andlisis de diversidad

Se compard la diversidad taxondmica entre los grupos experimentales aplicando el
indice de Shannon, el cual asigna un valor proporcional al nimero de ASVs
encontrada en cada muestra (Riqueza) y su abundancia relativa (Figura
suplementaria 1). Se compard el nimero de ASVs de cada grupo experimental
aplicando una prueba de Wilcoxon (prueba no-paramétrica) con una correccion de
FDR (False discovery rate), el cual controla el error tipo | (la probabilidad de rechazar

incorrectamente la hipotesis nula) cuando se realizan multiples comparaciones (44).
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Se eligid esta prueba estadistica ya que esta disefiada para hacer comparaciones
pareadas (comparacion de dos muestras) correspondiente a dos grupos diferentes, lo
cual se ideal para comparar el indice de diversidad de dos grupos diferentes (45). Este
célculo se realiz6 en R version 3.6.1 utilizando la funcion ‘compare_means’ del

paquete ‘ggpubr’ version 0.3.0.

Comparacion de composicion entre grupos experimentales

Se compar6 la composicién de la microbiota fecal aplicando la métrica de
Unweighted Unifrac (medida que toma en cuenta diferencias filogenéticas entre dos
muestras diferentes). Brevemente, se crean arboles filogenéticos con los ASVs
encontrados para cada muestra y luego cada arbol es comparado con cada uno de los
participantes (Figura suplementaria 2). Para crear estos arboles se hace un
alineamiento inicial de las secuencias por el programa maft y para luego ser
procesados por el programa fast-tree aplicando el método de maximum likelihood
(42). Valores mas altos en el indice de Unweighted Unifrac hacen referencia a una
mayor diferencia de composicion de la microbiota intestinal entre los participantes.
Los resultados son representados en un grafico de coordenadas principales (PCoA), en
donde las muestras con una composicion similar de microbiota se encuentras mas
cercanas entre si. Los grupos fueron comparados aplicando una prueba de Permanova

(Prueba No-paramétrica).

Identificacidon taxonomica de la microbiota fecal
Se realizd una identificacion taxondmica a partir de las secuencias obtenidas mediante

la comparacion con la base de datos de Silva (Version 132) (46). Se eligio esta base
de datos debido a ser una de las més actualizadas (version del 10 de abril del 2018)

compatibles con Qiime2 2020.2 (https://www.arb-silva.de/download/archive/giime).

Para ello se utilizé el programa Vsearch para realizar la identificacion de los ASVs
encontrados con la base de datos de Silva (47). Finalmente se construyo un grafico de
barras de abundancia relativa que muestra la composicion de la microbiota de cada
participante, en donde se muestran los 25 géneros mas abundantes de la microbiota

intestinal para cada muestra analizada.

Analisis Discriminativo Linear (LDA)

Esta prueba identifica géneros bacterianos que se hayan visto enriquecidos en grupos

15


https://cran.r-project.org/web/packages/ggpubr/ggpubr.pdf
https://www.arb-silva.de/download/archive/qiime

experimentales especificos (llamados también biomarcadores). Brevemente, se usa la
tabla de abundancia relativa (en porcentaje) de cada género bacteriano identificado
para cada participante (Creado anteriormente por el programa Dada2). Se le adiciona
manualmente a esta tabla una etiqueta que indique la pertenencia de una muestra a un
determinado grupo y se sube a la aplicacion web Galaxy para que los datos sean

procesados por el programa LEfSe (http:/huttenhower.org/galaxy/) (48). Luego, el

programa compara los géneros cuyas abundancias difieren entre dos grupos
experimentales (el programa aplica un test estadistico de Kruskal Wallis con un
método de correccién de FDR). Para cada género que haya diferido se le asigna un
puntaje de acuerdo a la diferencia de abundancia entre los grupos experimentales.

Finalmente se grafican aquellos géneros que superen un log-score de 2 (48).

3.3.2 Analisis de la composicion taxonémica de la microbiota intestinal en disbiosis de

infantes que recibieron administracion oral de LF

Se procedi6é con el procesamiento de las muestras del estudio clinico de Lactoferrina de
infantes entre 12 y 18 meses de edad antes mencionado. Se realiz6 la misma metodologia
descrita en la estandarizacion de la técnica (seccion 3.3.1). Se extrajo el ADN y se corrieron
5 pL en un gel de agarosa al 1% comparando la integridad del ADN de las muestras frescas
(voluntarios entre 19-24 afios de edad) contra muestras almacenadas por 10 afios (estudio
clinico de administracion oral de LF). Luego se procedid con el secuenciamiento y analisis

bioinformatico.
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IV. RESULTADOS

4.1 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE SECUENCIAMIENTO

Se hizo una estandarizacion de la preparacion de libreria y secuenciamiento del gen marcador
16S ADNIr, ya que fue la primera vez que se uso este protocolo en el equipo MiSeq de la
Unidad de Epidemiologia Molecular - UPCH. Para ello se trabajo con muestras fecales
frescas externas al estudio clinico y se determind que el protocolo implementado permitid

obtener secuencias de calidad.

4.1.1 Extraccion de ADN bacteriano

La concentracion de ADN en las 24 muestras de voluntarios adultos fue de 286 +/- 70 ng/ul.
La absorbancia promedio a 260/230 fue de 1.82 +/- 0.59, la cual indica la que no hay
presencia de contaminantes como EDTA, carbohidratos y fenoles. Asi mismo la absorbancia
a 260/280 fue de 1.78 +/- 0.29, el cual indica que no hay contaminacién de proteinas (40).
Estos ratios de absorbancias son los permitidos para la preparacion de libreria del marcador

16S ADNr segun el protocolo de Illumina.

4.1.2 Preparacion de la libreria para el gen 16S ADNr

Se realizd un primer PCR con el fin de amplificar el marcador 16S ADNr. Se eliminaron
dimeros de primers y primers libres mediante purificacion con perlas magnéticas. Para
comprobar la presencia de amplicones, se corrieron 18 muestras representativas en un gel de
agarosa al 1%. Se muestra una banda de aproximadamente 500 pb en los 18 carriles,
correspondiente al amplicon de interés (Figura 5). Se observo una amplificacién en todos los
carriles, mas no en aquellos que fueron cargados con controles negativos (Reactivos de PCR

gue no fueron cargador con ADN) en los carriles 35 y 36.
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Figura 5. Comprobacidn de la presencia de amplicén 16S ADNr. Carril 1; Marcador de pares de bases. Carril
2-19: Muestras de ADN después de la amplificacién del gen 16s ADNr. Se comprueba la presencia del amplicén
de interés en todas las muestras.

Luego, se realizé un segundo PCR para afiadir los indices Unicos a los amplicones obtenidos
con el fin de asignar la pertenencia de las secuencias a su muestra de origen. Se realiz6 otra
limpieza con perlas magnéticas y una segunda corrida de electroforesis con 6 muestras
representativas comparando el primer y el segundo PCR para determinar la adicién de los
indices (Figura 6). Los carriles que terminan en el nimero 1 corresponden al producto del
primer PCR, en los cuales se observan bandas de aproximadamente 500 pb. Las muestras que
terminan en 2 corresponden al producto del segundo PCR y se observan bandas por encima

de los 500 pb, lo cual sugiere que se afiadieron los indices de forma correcta.
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Figura 6. Comprobacion de adicion de adaptadores e indices - Estandarizacion Carril 1: Marcador
de pares de bases. Carril 2-13: muestras representativas de ADN del estudio. Las muestras que terminan
en 1 son los amplicones producidos en el primer PCR, mientras las que terminan en 2 son las que se le
adicionaron los adaptadores y los indices.



4.1.3 Secuenciamiento de libreria 16S ADNr

Se realizé el secuenciamiento paired-end (Secuenciamiento de los productos Forward y
Reverse) de las librerias del marcador 16S ADNr en el equipo MiSeq (llumina ® [San Diego,
California — USA]). Se obtuvieron un total de 961 665 secuencias crudas. Se hizo un andlisis
de calidad de las secuencias en el programa Qiime2-2020.2 (Figura 7). Se muestran gréaficas
de la calidad promedio de las lecturas forward y reverse para cada base nucleotidica. Se
obtuvo una calidad promedio de 38 QS que indica una probabilidad de 1.58x10* de cometer
un error de lectura de base, lo cual es esperado para lecturas de secuencias de calidad alta

(Figura 7) (49).
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Figura 7. Evaluacion de la calidad de lectura de las muestras - Estandarizacion. Se muestran los datos en
diagramas de calidad de las lecturas de secuenciamiento para cada nucleétido a lo largo del amplicén para cada
primer usado: A (primer Forward) y B (primer reverse). En promedio, la calidad fue de 38 QS (indicado por la
flecha roja).

4.1.4 Filtro de calidad de las secuencias

Se cortaron los extremos de las secuencias cuyo promedio de calidad fuera menor a 25 QS,
usando el amplicén de PCR del marcador 16S ADNr desde el nucleétido 0 hasta el 251 (tanto
para las secuencias forward y reverse). Se ejecutd el programa dada2, el cual elimina
secuencias que presentaron mas de dos errores de lectura de nucleotidos (43). Después se
eliminaron las secuencias quimeras (secuencias que son formadas por amplicones de dos
muestras diferentes durante el PCR) y se formaron grupos de secuencias que presentaban un
100% de similaridad (ASVs). Se eliminaron las secuencias repetidas y se almaceno la
abundancia relativa de cada secuencia. Los datos de las abundancias relativas para cada
amplicén se almacenaron para posteriores analisis. Se obtuvo un promedio de 10 606
secuencias filtradas Unicas por muestra, lo cual esta dentro de lo esperado en un
secuenciamiento de calidad (Tabla 1) (50). La informacion detallada del numero de
secuencias crudas de entrada y secuencias filtradas después del procesamiento se encuentra

en la informacion suplementaria (Tabla suplementaria 1).

Abundancia de lecturas unicas
Minimo 9053
Mediana 10 338

Media 10 606
Maximo 13201

Tabla 1. Abundancia de lecturas Unicas después del filtro de calidad - Estandarizacién de
secuenciamiento del marcador 16S ADNTr.

Se recomienda que al menos cada muestra humana presente 1000 lecturas Unicas al menos
después del filtro de calidad para realizar posteriores analisis debido a que dicha profundidad
de secuenciamiento no representa la diversidad total de la microbiota fecal; sin embargo

todas las muestras superaron dicha cifra, razon por la cual ninguna fue descartada (51).
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Se evaluo si el secuenciamiento fue capaz de representar la diversidad bacteriana presente en
cada muestra. Para ello se graficé el nimero de secuencias Unicas (eje X) contra la diversidad
bacteriana (eje y) encontrada en dicho punto representado por el indice de Shannon (indice el
cual asigna un valor proporcional al nimero de especies presentes en un ecosistema) (Figura
suplementaria 5) (Figura 8). Se observa que todas las muestras alcanzan un valor maximo
de diversidad cuando pasan de las 1000 lecturas Unicas, indicando que se ha secuenciado la
diversidad bacteriana total presente en cada muestra. Este resultado sugiere que se logrd
cuantificar la diversidad total bacteriana para cada muestra.

1

shannon
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Sequencing Depth

Figura 8. Diversidad total encontrada por muestra segun la profundidad de lecturas por muestra -
Estandarizacion. Se cuantificé la diversidad encontrada para cada muestra aplicando un indice de Shannon
conforme se va aumentando la profundidad de secuenciamiento.

4.1.5 Andlisis de diversidad y composicion bacteriana

Se report6 el género Faecalibacterium como el mas abundante en la mayoria de participantes
voluntarios. Del total de 1418 taxas reportadas, 1407 pudieron ser identificadas a un nivel de
género. Las otras dos bacterias mas abundantes fueron del género Bacteroides y Blautia
respectivamente. Se observé que todos los participantes presentaron una composicién Unica
en su microbiota fecal, lo cual respalda estudios anteriores que estudiaron el microbioma
humano (3) (Figura 9). Fue posible una identificacion hasta nivel de género en la mayoria de

especies reportadas (Figura 9).
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Figura 9. Frecuencia relativa de taxas bacterianas por cada muestra — Estandarizacion. Gréfico de
abundancia relativa de las 25 especies bacterianas mas abundantes durante el secuenciamiento de 16S ADNr
V3-V4. Las muestras corresponden a 24 voluntarios adultos (STD). Los prefijos ‘D4’ y ‘D5’ hacen referencia a
niveles taxonémicos de familia y género respectivamente.

4.2 Secuenciamiento del marcador 16S ADNr de las muestras del estudio clinico de LF

4.2.1 Anélisis de la integridad de las muestras

Debido a que las muestras del estudio fueron almacenadas por 10 afios, se realizd una corrida
en gel de agarosa para comparar la integridad del ADN de las muestras del estudio con
muestras frescas de voluntarios. Se corrieron 8 muestras del estudio clinico y 4 de voluntarios
con un volumen de 5 uL cada una. No se normalizaron las concentraciones de cada muestra

al momento de ser cargadas en el gel.

Los carriles 1y 2 pertenecen a infantes que recibieron placebo con una microbiota disbiética
previo al tratamiento; carriles 3 y 4, a infantes con microbiota no-dishi6tica que recibieron
placebo; carriles 5y 6, a infantes con microbiota disbiotica que recibieron LF y carriles 7y 8
a los grupos que recibieron LF en estado no-disbiotico. Los carriles 9, 10, 11 y 12 pertenecen
a los voluntarios adultos. Todas las muestras, independiente de su tiempo de coleccion,
presentan signos de degradacion, indicados por un ‘smear’ de las bandas (Figura 10).
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Dado que las muestras de voluntarios fueron secuenciadas exitosamente a partir de ADN
parcialmente degradado, se espera que las muestras del estudio presenten el mismo

rendimiento.

56 7 8 9 10 11 12

W f \.41 W *W'r

Figura 10. Evaluacion de integridad del ADN bacteriano total. M: Marcador. Carriles 1-8: Muestras del
estudio clinico de LF. Carriles 9-12: Muestras de los voluntarios.

4.2.2 Extraccién de ADN gendmico bacteriano

La concentracion promedio de ADN de las muestras del estudio fue de 109.13 ng/ul. La
absorbancia a 260/230 fue de 1.35 +/- 0.35, la cual indica una minima la presencia de
contaminantes como EDTA, carbohidratos y fenoles. Asi mismo la absorbancia a 260/280 fue

de 1.93 +/- 0.12, la cual indica que no hay contaminacién de proteinas (40).

4.2.3 Preparacion de libreria 16S

Se utilizaron 90 muestras del estudio clinico de LF en infantes y 5 muestras control para la
preparacion de la libreria 16S ADNTr. Las muestras control corresponden a 3 muestras de
voluntarios adultos que ya fueron previamente secuenciados con el objetivo de validar la
reproducibilidad de nuestro secuenciamiento. Asi mismo se secuencid una réplica de una
muestra procedente del estudio clinico de LF (muestra N°9) y un control negativo de PCR

(muestra que solo contiene los reactivos necesarios para la preparacion del PCR).
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Se realizd un primer PCR para amplificar el marcador 16S y se realizd una primera corrida de
electroforesis en gel de agarosa al 2 % para comprobar la presencia del marcador (Figura 8).
Los carriles 1-6 y 8 muestran la presencia de una banda de aproximadamente 500 pb donde se
cargaron muestras representativas del estudio clinico de LF; asi mismo no se observa

presencia de amplicones en el carril perteneciente al control negativo (carril 7).

Se afiadieron los indices a los amplicones mediante un segundo PCR. Los carriles 9-16
muestran bandas de aproximadamente 600 pb donde se cargaron muestras representativas del
estudio clinico de LF. Este resultado sugiere la adicion exitosa de indices a los amplicones
del marcador 16S ADNr.

Figura 11. Comprobacion de adicién de adaptadores e indices - Muestras clinicas. M: Marcador. Carriles
1-6 y 8: Muestras representativas del estudio clinico de LF donde se cargaron las muestras del primer PCR. Se
observa la presencia del marcador 16S ADNr (tamafio aproximado: 500 pb) y ausencia de producto en el control
negativo (Carril 7). Carriles 9-16: Muestras representativas del estudio clinico de LF donde se cargaron las
muestras del segundo PCR (los cuales se encuentran por encima de los 500 pb).

4.2.4 Secuenciamiento de libreria 16s ADNr

Se secuenciaron los amplicones en el equipo MiSeq (llumina ® [San Diego, California —
USA]) y se obtuvo una calidad media de 35 QS en las secuencias pertenecientes al primer
forward, sin embargo las secuencias provenientes del primer reverse no tuvieron una buena

calidad debido a que alcanzaron una media de 15 QS aproximadamente (Figura 12).
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Figura 12. Evaluacion de la calidad de lecturas de las muestras clinicas. Los datos representan graficas de
cajas de la calidad de las lecturas para cada nucleétido a lo largo de los amplicones usados (A: Forward y B:
Reverse). En promedio, la calidad para el primer forward fue de 35 QS mientras que para el Reverse fue de 15
QS (ambos indicados por flechas rojas respectivamente).

Debido a que ambos primers (forward y reverse) flanquean a la misma secuencia (16S

ADNIr), podria utilizarse solo uno de los grupos de estas secuencias para estudiar la

diversidad total de las muestras. Se cuenta con el antecedente que el uso de un solo grupo de

secuencias (forward o reverse) es suficiente para la descripcion total de la diversidad y

composicién total en una muestra; por lo cual se decidio usar solo el primer forward para
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posteriores analisis (51).

4.2.5 Filtro de calidad de las secuencias
Se usaron las secuencias desde el nucleétido 0 hasta el 251. Después de aplicar el filtro de

calidad y dejar una sola copia para cada secuencia unica se obtuvo un promedio de 19 054
secuencias filtradas por muestra (Tabla 2). La informacién detallada del ndmero de
secuencias crudas y el numero de secuencias filtradas después del procesamiento de calidad

(Tabla suplementaria 2) .

Abundancia de lecturas filtradas
Minimo 41
Mediana 20 241

Media 19 054
Maximo 33057

Tabla 2. Abundancia de lecturas - Muestras de estudio
Se eliminaron aquellas muestras que no presentaron un niumero mayor a 1000 lecturas. Cinco

muestras no fueron consideradas para el analisis:

- D-1119-1 (Grupo: LF-Disbiosis | mes de toma de muestra: 0)

- D-1149-1 (Grupo: LF-Disbiosis | mes de toma de muestra: 0)

- PN-1165-3 (Grupo: PB-No-Disbidtico | mes de toma de muestra: 4)
- PD-1037-3 (Grupo: PB-Disbiosis | mes de toma de muestra: 4)

- PD-1067-2 (Grupo: PB-Disbiosis | mes de toma de muestra: 2)

Se evalud si el secuenciamiento fue capaz de representar la diversidad bacteriana presente en
cada muestra. Para ello se graficé el nimero de secuencias unicas (eje x) contra la diversidad
bacteriana (eje y) encontrada en dicho punto representado por el indice de Shannon (Figura
13). Se observa que todas las muestras alcanzan un valor maximo de diversidad cuando pasan
de las 1000 lecturas Unicas, indicando que se ha secuenciado la diversidad bacteriana total
presente en cada muestra. Se observa una menor diversidad en este secuenciamiento
comparado con las muestras de los voluntarios adultos, lo cual es esperable ya que un adulto

presenta una mayor diversidad y maduracion en su microbiota intestinal comparado con un
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infante cuya microbiota sigue en formacion (2). ——
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Figura 13. Diversidad total encontrada por muestra segun la profundidad de lecturas por muestra -
Muestras clinicas. Se cuantificd la diversidad encontrada para cada muestra aplicando un indice de Shannon
conforme se va aumentando la profundidad de secuenciamiento.

4.2.6 Control de calidad del secuenciamiento
Con el fin de garantizar la reproducibilidad de nuestros resultados agregamos muestras que se

secuenciaron en nuestra prueba piloto y una muestra repetida del segundo secuenciamiento
(Muestras provenientes del estudio clinico de LF). Se observan los mismos perfiles

taxondmicos entre las muestras provenientes de un mismo individuo independiente del

reproducibles (Figura 14).
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Figura 14. Grafica de abundancia relativa de taxas bacterianas en las muestras control de
secuenciamiento. Se muestra el top 25 de taxas bacterianas mas abundantes por individuo. Cuatro muestras
previenen de los voluntarios adultos sanos (STD) que fueron secuenciadas en el secuenciamiento piloto y en el
secuenciamiento junto a las muestras del estudio clinico de LF (STD-replica). Asi mismo se secuencid una
replica de las muestras del estudio clinico de LF (LF-D-3-M4). Los prefijos ‘D4’ y ‘D5’ hacen referencia a
niveles taxonomicos de familia y género respectivamente.

Adicionalmente incluimos en nuestro secuenciamiento un control negativo de PCR. Después
del filtro de calidad realizado no se encontraron secuencias de calidad, por lo que dichas

lecturas fueron descartadas de posteriores analisis (Tabla suplementaria 2).

4.3 Analisis de composicion y diversidad bacteriana de las muestras

A. Andlisis de diversidad bacteriana
Se compar6 la diversidad bacteriana entre los grupos que recibieron LF o PB

independientemente de su condicién previa al tratamiento (disbiosis o no-disbiosis) en
diferentes puntos en el tiempo (Figura 15). Ambos grupos presentaron una diversidad inicial
similar (las muestras del punto MO corresponden a las muestras iniciales de los participantes
tomadas al momento del enrolamiento) (Tabla suplementaria 3). Luego de cuatro meses de
iniciar el tratamiento se encontrd una diferencia significativa (Wilcoxon — p-value =0.005)
entre el grupo LF y el grupo PB, siendo el grupo que recibié LF aquel que presenta mayor
diversidad bacteriana con una media de 5.37 contra una media de 4.81 por parte del grupo PB
(Tabla suplementaria 4). Sin embargo, esta diferencia no es significativa después de aplicar
la correccion de FDR (Wilcoxon — p-value = 0.056). No obstante, se observa una clara
tendencia hacia la significancia de aumento de diversidad en su microbiota intestinal por
parte de los participantes que recibieron LF. Asi mismo se observo un aumento significativo
(Wilcoxon — p-value adj = 0.039), en la diversidad comparando el inicio (MO0) y cuarto mes
(M4) de tratamiento en aquellos nifios que recibieron LF, siendo el punto M4 el cual presentd
mayor diversidad. Esto no se observo en infantes tratados con PB (Wilcoxon — p-value adj =
0.49) (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de caja del indice de diversidad de Shannon para grupos LF y PB en diferentes
puntos en el tiempo.

Asi mismo, se subdividio a los grupos que recibieron LF o PB segun la condicién previa que
los participantes presentaron antes de iniciar el tratamiento (Multiples episodios de diarrea el
mes previo al inicio de tratamiento — Disbiotico, Ningin episodio de diarrea los 6 meses
previos al inicio del tratamiento — No-Disbi6ticos) (Figura 16). Se observé un aumento
(Wilcoxon — p-value = 0.029) significativo en la diversidad bacteriana en aquellos nifios que
recibieron LF y tuvieron una condicion disbiotica al inicio del tratamiento, presentando una
media de 5.41 (Tabla Suplementaria 6). No obstante, dicha diferencia estadistica se pierde
después de aplicar la correccion de FRD (Wilcoxon — p-value adj = 0.73). Este mismo
comportamiento se observé en aquellos nifios que recibieron LF y presentaron una condicion
no-disbidtica al momento de haber iniciado el tratamiento; sin embargo, el resultado no llega
a ser estadisticamente significativo (Wilcoxon — p-value adj = 0.083). Esta tendencia no se
observa en ninguno de los participantes que recibieron PB como tratamiento
independientemente de su condicion previa (disbidtico o no-disbidtico) (Tabla
suplementaria 5) (Figura 16). Existe una tendencia hacia la significancia (Wilcoxon — p-
value adj = 0.059) por parte de ambos grupos experimentales que recibieron LF comparado

con los que recibieron PB al cuarto mes de iniciado el tratamiento (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de caja de indices de diversidad de Shannon para grupos LF-Disbiosis, LF-No-
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B. Analisis de composicion taxondémica de la microbiota fecal

Se comparo la composicion taxonémica a nivel de filo en la microbiota fecal de pacientes que
recibieron LF o PB como tratamiento segun su condicién previa (condicion disbidtica o no-
disbiotica) (Figura 17). Se encontrd que en ambos grupos los filos mas predominantes son
Firmicutes y Actinobacteria (conformando ambos el 99% de la microbiota fecal en promedio
en todos los participantes). No se observo diferencia estadistica en la abundancia de estos
filos entre los diferentes grupos experimentales (LF o PB considerando o no su condicion
previa antes del inicio del tratamiento [Disbidtica — No Disbiética]) (Tabla suplementaria 7)
(Figura 18).
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Figura 17. Composicion bacteriana de la microbiota intestinal para cada individuo a nivel taxondmico de filo. Se muestra
la abundancia relativa de los filos encontrados en pacientes que recibieron LF o PB independientemente de su condicién previa

antes del tratamiento (Dishiotico o No-Disbi6tico). Los prefijos ‘D4’ y ‘D5’ hacen referencia a niveles taxonomicos de familia y
género respectivamente.
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Figura 18. Diferencia de la abundancia relativa de los filos bacterianos mas abundantes. (A) Diferencia de
abundancia de filos bacterianos entre participantes que fueron tratados con LF o PB. (B) Diferencia de filos
bacterianos entre participantes que recibieron LF o PB segln su condicién inicial antes de haber iniciado el
tratamiento (Disbiotico o No-Disbi6tico).

Asi mismo, se comparo la composicion taxonémica a nivel de género de la microbiota fecal
de los participantes segun su tratamiento (LF o PB) y condicion previa (Disbi6tico — No-
Disbiotico), mostrando los 25 géneros bacterianos mas abundantes, los cuales fueron
Bifidobacterium (perteneciente a la familia: Bifidobacteriaceae), Blautia (Perteneciente a la
familia Lachnospiraceae) y Streptococcus (Perteneciente a la familia: Streptococcaceae);
conformando los tres en conjunto un 52% de la microbiota fecal en promedio en todos los
participantes) (Figura 19). No se observo diferencia estadistica significativa en la abundancia
de estos géneros bacterianos en ninguno de los grupos experimentales (LF o PB considerando
0 no su condicidn previa antes del inicio del tratamiento [Disbidtica — No Disbidtica]) (Tabla
suplementaria 8) (Figura 20).
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Figura 19. Composicion bacteriana de la microbiota intestinal para cada individuo a nivel taxondmico de género. Se muestra la
abundancia relativa de los 25 géneros mas abundantes en la microbiota fecal de los pacientes que recibieron LF o PB segln su condicion
previa antes del tratamiento (Disbi6tico — No-Disbi6tico). Los prefijos ‘D4’ y ‘D5’ hacen referencia a niveles taxonémicos de familia y género
respectivamente.
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Se analizé la composicién de la microbiota fecal entre los participantes que habian recibido
un mismo tratamiento realizando un andlisis de coordenadas principales (PCoA) con la
métrica de Unweighted UniFrac; el cual representa la microbiota de cada individuo en un
punto (44). Esta prueba busca si los pacientes se agrupan en la grafica segin su tratamiento;
lo cual demostraria que los pacientes con un mismo tratamiento presentan una composicion
de microbiota fecal similar (52).

Se comparo la composicién de la microbiota de los participantes a los 0, 2 y 4 meses después
de iniciado el tratamiento. No se observO un patron especifico en la composicion de la
microbiota segun el tratamiento seguido (LF o PB) (Tabla suplementaria 9) (Figura 21); asi
mismo no se encontr6é diferencia estadistica en la composicion de ninguno de los grupos
experimentales considerando su condicion previa antes del inicio del tratamiento (Disbidtico
0 No-Disbiético) (Tabla suplementaria 10) (Figura 22).
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Figura 22. Comparacién de composicion de la microbiota intestinal segun la condicion previa de
participante (Disbiético o No-Disbiotico). Cada punto representa la composicion de la microbiota de un
paciente.

C. Busqueda de biomarcadores taxondémicos bacterianos

Se realizd una prueba de analisis discriminativo lineal (LDA) en el programa LEfSe con el
fin de buscar géneros bacterianos cuyo crecimiento se haya favorecido segun el tratamiento
administrado. Para ello se comparan los géneros cuyas abundancias difieren entre dos grupos
experimentales (aplicando un test estadistico de Kruskal Wallis aplicado por el programa
LEfSe). Para cada género que haya diferido se le asigna un puntaje de acuerdo a la diferencia
de abundancia entre los grupos experimentales. Finalmente se muestran aquellos géneros que

superen un log-score de 2 (48).

Los géneros bacterianos que aparecen en la grafica son aquellos que se encuentran con una
mayor abundancia de forma significativa respecto al grupo con el que fue comparado.
Aquellos géneros bacterianos que presenten un log-score mas alto significa que presentaron
una mayor abundancia con respecto al grupo contrario con el que fue comparado (48). La
comparacion de la abundancia de cada género bacteriano entre los participantes se encuentra
disponible en la informacion suplementaria (Figura suplementaria 3) (Tabla

suplementaria 11).

Se compar6 la composicion de la microbiota fecal de los participantes que recibieron LF o
PB al cuarto mes de inicio de tratamiento (LF-M4 vs PB-M4). Se encontr6 que los
participantes que recibieron LF presentaron mayor abundancia de los géneros Akkermansia
(Enriquecidos en 10 de 16 participantes del grupo LF-M4), Gemella (Enriquecidos en 8 de 16
participantes del grupo LF-M4) y Staphylococcus (Enriquecidos en 8 de 16 participantes del
grupo LF-M4) respecto a aquellos que recibieron PB; sin embargo, no se observd ningun

género bacteriano favorecido en aquellos participantes que recibieron PB (Figura 23 A).

Se compard la microbiota de los participantes que recibieron LF al inicio (M0) y mes cuatro
(M4) de tratamiento (LF-MO vs LF-M4). Se observo que en el tiempo M4 se encontré mayor
abundancia de los géneros Ruminococcus (Enriquecidos en 10 de 16 participantes del grupo
LF-M4), Roseburia (Enriquecidos en 9 de 16 participantes del grupo LF-M4) y Dorea
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(Enriquecidos en 15 de 16 participantes del grupo LF-M4) comparado con las muestras del
grupo LF-MO; mientras que en MO se una encontrd6 mayor abundancia de los géneros
Enterococcus (Enriquecidos en 10 de 14 participantes del grupo LF-MO0) y Bifidobacterium
(Enriquecidos en 14 de 14 participantes del grupo LF-MO0) con respecto a M4 (Figura 23 B).

Por ultimo, se compar6é la microbiota de los participantes que recibieron LF o PB y
presentaron condiciones disbioticas en el tiempo M4 (LF-D-M4 vs PB-D-M4). Se observo el
mayor abundancia del género Eubacterium coprostanoligenes group (Enriquecidos en 6 de 8
participantes del grupo LF-D-M4) en el grupo LF-D-M4 con respecto al grupo PB-D-M4,
mientras que se observé mayor abundancia de los géneros Turicibacter (Enriquecidos en 4 de
6 participantes del grupo PB-D-M4) y Clostridium Sensuscrito 1 (Enriquecidos en 6 de 6
participantes del grupo PB-D-M4) en el grupo PB-D-M4 respecto al grupo LF-D-M4 (Figura

23 C).
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Figura 23. Andlisis discriminativo linear (LDA). Se buscaron biomarcadores taxondmicos bacterianos al cuarto mes de haber

iniciado el tratamiento entre los grupos LF y PB, comparando el inicio y fin de tratamiento en aquellos infantes que consumieron LF
y entre los grupos LF y PB que presentaron condiciones disbidticas al cuarto mes de haber iniciado el tratamiento.



V. DISCUSION
Este este trabajo se estudié el efecto que tiene la LF sobre la microbiota fecal de infantes con
una condicion de disbiosis. La LF interactia de forma permanente con el infante en sus
primeros afios de vida a través de la leche materna; sin embargo, hasta la fecha no se
describio el efecto que tiene la LF en la microbiota intestinal disbidtica infantil. Es relevante
conocer el efecto de esta interaccion ya afecta directamente la composicién de la microbiota
intestinal, pudiendo afectar directamente el desarrollo del infante.

Los participantes que recibieron LF tuvieron un aumento significativo de diversidad en su
microbiota fecal respecto a aquellos que recibieron PB. Este resultado coincide con reportes
previos en donde se reporta que la administracion de LF promueve una microbiota mas
diversa (8,53). Estudios previos relacionan el hecho de presentar una alta diversidad intestinal

como un indicador de una microbiota saludable (54).

Sin embargo, no se observo un aumento estadisticamente significativo en la diversidad de su
microbiota intestinal en aquellos infantes que recibieron LF y presentaron una microbiota
disbiotica después de aplicar la correccién de FDR. Esto podria explicarse por el pequefio
namero de muestras que se estan analizando, lo cual reduce el poder estadistico de nuestros
resultados. No obstante, tampoco se observé una disminucion de la diversidad de la
microbiota intestinal en este grupo a los cuatro meses de haber iniciado el tratamiento; lo cual
sugiere que la LF no tiene un efecto negativo sobre una microbiota inicialmente disbidtica. Es

necesario realizar una replicacion de este estudio con un mayor nimero de muestras.

Los filos Actinobacteria y Firmicutes fueron los grupos bacterianos méas abundantes en todas
las muestras clinicas, independientemente de su tratamiento o condicion (Figura 17). A
diferencia de la microbiota fecal de un adulto promedio, el filo Actinobacteria result6 ser el
segundo mas abundante en los infantes participantes del estudio (en lugar de Bacteroidetes).
Estudios previos reportaron que el filo Actinobacteria esta asociado con el consumo de leche
(tanto materna como en férmula), por lo cual es previsible encontrarlo de forma abundante en
muestras de infantes debido al consumo casi exclusivo de leche en sus primeros meses de
vida (55).

A nivel taxondmico de género se encontraron a las bacterias Bifidobacterium, Streptococcus
y Blautia como las mas abundantes en todas las muestras clinicas, independientemente de su
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tratamiento y condicion. Estos grupos bacterianos estan conformados por bacterias no
patogenas y suelen formar parte de la microbiota intestinal (3). EI género Blautia es conocido
por ser un contribuyente importante en la formacion de &cidos grasos de cadena corta, los
cuales son importantes para la maduracion y la integridad del intestino, siendo esta bacteria

fundamental para el desarrollo del intestino en el infante (56).

Se observd que cada participante presentdé una composicion unica en su microbiota fecal
independientemente de la condicién o tratamiento que hayan seguido en el tiempo. Esto es
consistente con otros estudios de microbiota que muestran que los pacientes presentan una
microbiota Unica a pesar de compartir un mismo tratamiento o cuadro clinico con otros

pacientes (57).

Se observé un aumento en los géneros Akkermansia, Staphylococcus y Gemella en aquellos
infantes que recibieron LF respecto a aquellos que recibieron PB en el tiempo M4. Estudios
previos reportaron una relacion entre la presencia de bacterias del género Akkermansia y una
disminucion de riesgo de desarrollar diabetes tipo uno y obesidad; por lo que este género es
considerado como un indicador de buena salud (58). Por otro lado, las bacterias del género
Staphylococcus han sido reportadas como bacterias comensales de la microbiota intestinal,
conformado mayoritariamente por bacterias no patdgenas (3). Por ultimo, el género Gemella
es reportado como huésped comin de superficies con mucosa de la cavidad oral e intestinal,

sin embargo puede ser causante de sepsis en pacientes inmunodeficientes (59).

Interesantemente, se enriquecieron los géneros Ruminococcus, Roseburia y Dorea en el
grupo experimental LF-M4 respecto al grupo LF-MO. EI género Ruminococcus se encuentra
relacionado con una alta diversidad en la microbiota intestinal (60), lo cual refuerza nuestro
resultado en donde se correlacionaba el tratamiento de LF con una mayor diversidad en la
microbiota intestinal (Figura 15). El género Roseburia por su parte se encuentra relacionado
con la produccion de acidos grasos de cadena corta, los cuales son fuentes de energia para las
células intestinales; asi mismo estudios anteriores encontraron este género con una
abundancia reducida en pacientes con diabetes tipo Il y obesidad, postulando a esta bacteria
como posible biomarcador contra estas enfermedades (56,61). Con respecto al género Dorea,
se reportd en un estudio que sus metabolitos secundarios son utilizados por el género
probidtico bacteriano Blautia, el cual gracias a ello produce acetato (62). Sin embargo, no
hay muchos estudios que confirmen el rol que cumple el género Dorea en la homeostasis de
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su hospedero. La mayoria de estas bacterias tienen un impacto positivo en la salud del
hospedero, lo cual sugiere que LF favorecio el crecimiento de bacterias probioticas en la
microbiota intestinal de los infantes. Por otra parte, los géneros Enterococcus y
Bifidobacterium se vieron favorecidos en el grupo LF-MO, los cuales son como géneros
comensales (3). Este resultado sugiere que LF favorecio el incremento de géneros bacterianos

probidticos, lo cual ha sido reportado en estudios previos (31).

Se encontr6 un aumento del género Eubacterium coprostanoligenes group en el grupo
experimental LF-D-M4 respecto al grupo PB-D-M4. EI género bacteriano Eubacterium es
considerado como una bacteria comensal que podria volverse patdgena bajo condiciones
oportunistas (63). Sin embargo, un estudio previo in-vitro muestra que la taxa Eubacterium
coprostanoligenes group convierte el colesterol en coprostanol; postulando que podria
disminuir los niveles de colesterol en el hospedero (64). Por otro lado, se encontré que el
grupo PB-D-M4 tuvo el incremento de bacterias del género Clostridium sensuscrito 1 y
Turicibacter. Estas bacterias han sido reportadas como bacterias comunes de encontrar en el
tracto intestinal, sin embargo, la relevancia clinica de estas bacterias hasta la fecha es
desconocida (65,66).

Si bien existe un enriquecimiento de la abundancia de ciertos géneros bacterianos
comprobado estadisticamente, este no se observé en todos los participantes. Por ejemplo, los
géneros Gemella y Staphylococcus presentaron una mayor abundancia de 8 de 16 individuos
del grupo LF-M4 con respecto al grupo PB-M4. Asi mismo, el género Roseburia presentd
una mayor abundancia en 9 de 16 participantes del grupo LF-M4 con respecto al grupo LF-
MO. No podemos establecer una relacion entre el enriquecimiento de un determinado género
bacteriano con el tratamiento que sigui6 un grupo (LF o PB a los 0, 2 y 4 meses después de
haber iniciado el tratamiento) debido al bajo tamafio muestral. Es necesario realizar estudio

con un mayor nimero de participantes para poder confirmar estas observaciones.

El secuenciamiento de las muestras clinicas gener6 lecturas de no tan buena calidad con

respecto al amplicon reverse (Figura 12), el cual podria ser resultado del gasto de los

reactivos del secuenciamiento. Posiblemente se cargaron demasiadas muestras (96 muestras)

en una sola corrida de secuenciamiento, haciendo que los reactivos se gastaran con el

producto del primer forward, iniciando asi el secuenciamiento de los primers reverse con

reactivos parcialmente degradados. Lo ideal hubiera sido realizar un primer secuenciamiento
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de estandarizacion con 96 muestras para calcular el nimero optimo de muestras que podrian
secuenciarse; obteniendo secuencias de calidad en los amplicones de los primers forward y
reverse. Asi mismo hubiera sido preferible secuenciar voluntarios infantes de 12 a 18 meses
ya que representarian de forma més cercana la naturaleza de las muestras clinicas. Sin
embargo, se ha demostrado en estudios anteriores que con el producto del primer forward es
suficiente para describir la composicion de la microbiota intestinal (siempre y cuando tanto el
primer forward como reverse flanqueen a la misma regién, como en este caso) (67). Asi
mismo se encontrd la diversidad total presente en cada muestra (Figura 13), lo cual sugiere
que nuestro secuenciamiento permitié describir satisfactoriamente la composicion de la

microbiota intestinal de los participantes.

Estudios previos sugieren que la administracién oral de LF en modelos animales con un
estado inicial disbidtico podria intensificar este estado (11,32); sin embargo, este estudio en
sugiere que la administracion de LF en una microbiota disbidtica no tiene un efecto negativo.
Un estudio en ratones reportdé que la LF pierde su accion inmunomoduladora cuando es
administrada en una microbiota disbidtica (11), lo cual podria afectar la colonizacion de
bacterias comensales de la microbiota intestinal (33). Asi mismo un estudio aplicé distintas
concentraciones de leche a ratas prematuras y se determiné que el riesgo de desarrollar
enterocolitis necrotizante (NEC) aumenta mientras se incrementa la cantidad de leche
administrada (32); sin embargo, dicho estudio nunca report6 si esto podria deberse a la
administracion de LF. En este estudio no encontramos una disminucion en la diversidad de la
microbiota intestinal en pacientes que recibieron LF con una microbiota inicialmente

disbidtica, lo cual sugiere que LF no tiene un efecto negativo en dicho contexto.

Este es un primer estudio piloto que describe el efecto de la LF sobre una microbiota
intestinal disbidtica en infantes de 12 a 18 meses. Se describe por primera vez el efecto
beneficioso que tiene la administracion oral de LF asociado al aumento de la diversidad
bacteriana y de taxas bacterianas de efecto beneficioso en el intestino, lo cual sugiere que la
LF podria ser usada como adyuvante para el enriquecimiento de la microbiota intestinal.
Futuros estudios con un mayor nimero de pacientes enrolados y con mayor tiempo de

seguimiento permitiran confirmar estos resultados preliminares.
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VI. LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES

La principal limitacion de este estudio es que cuenta con un poder estadistico limitado debido
al bajo tamafio muestral, por lo que el estudio se considera de naturaleza exploratoria. Se
trabaj0 con un numero limitado de muestras por el alto costo de secuenciamiento
(Aproximadamente $100 por muestra). Sin embargo, estudios previos con nimero limitado
de individuos (cuatro pacientes) han permitido estudiar la estructura y composicion de la

microbiota intestinal frente a episodios de diarrea (4).

Una segunda limitante es que las muestras fecales fueron almacenadas a -20 °C por un
periodo de 8 afos aproximadamente. El tiempo y forma de almacenamiento (se recomienda
almacenar las muestras fecales a -80 °C) pueden afectar la integridad de ADN, lo cual
afectaria todos los pasos subsiguientes como la preparacion de libreria, secuenciamiento y
analisis bioinformatico. Sin embargo, se comparé el nivel de degradacion entre las muestras
clinicas con las muestras frescas de los voluntarios (las cuales fueron secuenciadas con éxito)
y se vio que ambos grupos se encontraban degradados. Este resultado sugeria que el

secuenciamiento de las muestras clinicas seria posible.

El hecho de haber realizado la estandarizacion del secuenciamiento con muestras de
voluntarios adultos no refleja la naturaleza de las muestras clinicas debido a que los infantes
presentan una menor diversidad en su microbiota intestinal (2), haciendo que los resultados
de ambos secuenciamientos tengan limitaciones en sus comparaciones. Asi mismo la
estandarizacion se realizd con solo 24 muestras, mientras que el secuenciamiento de muestras
clinicas se hizo con 96. Un secuenciamiento de estandarizacion con 96 muestras hubiera sido
lo ideal para calcular el nimero maximo de muestras que se podrian secuenciar y que brinde

secuencias de calidad (tanto para los productos de los primers forward y reverse).

Otra limitante es la falta de informacién del posible consumo de antibiéticos antes del inicio
del tratamiento. Los antibioticos hacen que la microbiota intestinal entre a un estado de
disbiosis por un periodo de hasta seis meses (3). Sin esta informacion no se puede asegurar
que el grupo “No-Dishiodtico” no presentd un estado de disbiosis al momento de iniciar el

tratamiento.

Futuros estudios deben evaluar el efecto de LF en la microbiota de infantes con tres afios de
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edad como minimo debido a que en este punto la microbiota intestinal alcanza su punto de
maduracion; permitiendo evaluar el efecto de LF sin que influyan factores como el cambio de
la composicion por el desarrollo del infante. Seria recomendable considerar aquellos factores
como consumo de antibioticos y el tipo de parto ya que son factores determinantes en la
composicion de su microbiota intestinal. Asi mismo, realizar un secuenciamiento ADN
metagendmico total (“Shotgun sequencing”) en lugar del andlisis del marcador 16S ADNr ya
que esta técnica permitiria una identificacion taxondémica de nivel de especie y la obtencion
de informacion adicional como genes de resistencia y virulencia o el perfil metabdlico
(proteinas y metabolitos producidos por la microbiota intestinal). Por ultimo, se recomienda

analizar una mayor cantidad de muestras para obtener resultados mas robustos.
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VIl. CONCLUSIONES

1. Este trabajo sugiere que LF se encuentra relacionada con un aumento en la diversidad del
microbiota intestinal a los cuatro meses de haber iniciado el tratamiento. Asi mismo se
observo que el tratamiento de LF estuvo correlacionado con el crecimiento de géneros
bacterianos de efecto beneficioso tales como Akkermansia, Ruminococcus, Roseburia, entre
otros. Por otra parte, no se observd una disminucién en la diversidad intestinal en aquellos

participantes que recibieron LF y presentaron una condicion inicial disbidtica.

2. La estandarizacion del secuenciamiento del marcador ADNr 16S nos permitio obtener
secuencias capaces de describir la composicién de la microbiota intestinal; demostrando que

brinda resultados reproducibles.

3. Este es el primer estudio que reporta el efecto de LF sobre una microbiota disbiotica en
infantes; sin embargo, limitaciones tales como: Numero de muestras analizadas, técnica de
congelamiento y la falta de informacién sobre el consumo previo de antibioticos y tipo de
nacimiento hacen necesaria la realizacion de nuevos ensayo clinico para corroborar los

resultados descritos de este trabajo.
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IX. ANEXOS

Muestra | Secuencias Crudas | Secuencias Filtradas
STD-1 43907 28807
STD-2 35848 22718
STD-3 32311 18219
STD-4 47366 26952
STD-5 37754 25135
STD-6 34629 21632
STD-7 40970 27414
STD-8 34823 20001
STD-9 40279 24147
STD-10 38040 25607
STD-11 33288 21934
STD-12 35501 21229
STD-13 43257 27278
STD-14 34040 21786
STD-15 39584 19256
STD-16 31157 19184
STD-17 37853 27824
STD-18 38577 27187
STD-19 50614 29786
STD-20 43955 26901
STD-21 42805 24307
STD-22 54656 37521
STD-23 50382 35578
STD-24 40069 27233

Tabla Suplementaria 1. Numero de secuencias crudas (Secuancias sin procesamiento de calidad) y secuencias
filtradas (secuencias después del procesamiento de calidad por le programa DADA2 — Secuenciamiento de
estandarizacion.
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Cadigo de muestra| * Descripcion de la muesira | secuencias crudas | Secuencias Filtradas Cédigo de muestra | * Descripcion de la muesira | secuencias crudas | Secuencias Filtradas
N1045.1 LF-ND-1-M0O 87792 21383 [01382.3 LF-D-15-M4 110429 30769
N1045.2 LF-ND-1-M2 91740 27052 01468.1 LF-D-16-MOD 107450 25795
N1045.3 LF-ND-1-M4 77685 23563 01468.2 LF-O-16-M2 106966 25583
N1077.1 LF-ND-2-M0O 115625 31604 1468.3 LF-D-16-M4 99957 28351
N1077.2 LF-ND-2-M2 103710 32019 PN-1079.1 PB-ND-17-M0O 86475 15407
MN1077.3 LF-ND-2-M4 96746 28124 PN-1079.2 PB-ND-17-M2 100069 26470
N1020.1 LF-ND-3-M0O 135796 33361 PN-1079.3 PB-ND-17-M4 91329 24565
N1080.2 LF-ND-3-M2 67394 14868 PN-1101.1 PB-ND-18-M0 30090 4133
N1080.3 LF-ND-3-M4 78252 15455 PN-1101.2 PB-ND-15-M2 106022 27843
MN1130.1 LF-ND-4-M0O 84296 21235 PN-1101.3 PB-ND-15-M4 92005 25390
N1130.2 LF-ND-4-M2 103081 29927 PN-1129.1 PB-ND-19-M0O 69270 18387
MN1130.3 LF-ND-4-M4 89123 25618 PN-1129.2 PB-ND-19-M2 76678 23324
N1216.1 LF-ND-5-MO 83270 20260 PN-1129.3 PB-ND-19-M4 84340 22703
N1216.2 LF-ND-5-M2 89673 27196 PN-1200.1 PB-ND-20-M0O 106987 27658
N1216.3 LF-ND-5-M4 75089 22515 PN-1200.2 PB-ND-20-M2 105275 28820
N1245.1 LF-ND-6-M0O 100610 22971 PN-1200.3 PB-ND-20-M4 87825 23673
MN1245.2 LF-ND-6-M2 95486 23022 PN-1165.1 PB-ND-21-MO 78725 11978
MN1245.3 LF-ND-6-M4 100874 26191 PN-1165.2 PB-ND-21-M2 144407 31568
N1319-1 LF-ND-7-MO 136614 34969 PN-1165.3 PB-ND-21-M4 3193 440
N1319-2 LF-ND-7-M2 82314 23585 PN-1230.1 PB-ND-22-M0O 153628 38742
N1319-3 LF-ND-7-M4 51519 13078 PN-1230.2 PB-ND-22-M2 124145 32423
N1320-1 LF-ND-8-MO 85155 21355 PN-1230.3 PB-ND-22-M4 104241 21913
N1320-2 LF-ND-8-M2 115939 31989 PN-1206.1 PB-ND-23-M0O 125714 26919
N1320-3 LF-ND-8-M4 101957 27091 PN-1206.2 PB-ND-23-M2 95474 18656
01113-1 LF-D-9-M0O 110587 31705 PN-1206.3 PB-ND-23-M4 92935 19043
D1113-2 LF-D-9-M2 132371 39990 PD-1016.1 PE-D-24-MO 100797 23578
D1113-3 LF-D-9-M4 132188 39716 PD-1016.2 PE-D-24-M2 101194 25763
D1119-1 LF-D-10-M0 1858 154 PD-1016.3 PE-D-24-M4 91170 19924
01119-2 LF-D-10-M2 127235 33002 PD-1037.1 PB-D-25-MO 106401 25575
01119-3 LF-D-10-M4 131317 36003 PD-1037.2 PB-D-25-M2 131048 36910
D1149-1 LF-D-11-M0O 3013 239 PD-1037.3 PB-D-25-M4 1060 88
D1149-2 LF-D-11-M2 112575 31722 PD-1052.1 PE-D-26-MO 143202 33358
01149-3 LF-D-11-M4 102645 25044 PD-1052.2 PE-D-26-M2 79267 17248
D1170-1 LF-D-12-M0 89417 25270 PD-1052.3 PBE-D-26-M4 92585 20345
D1170-2 LF-D-12-M2 113481 30759 PD-1056.1 PB-D-27-MO 96227 26190
D1170-3 LF-D-12-M4 95167 30149 PD-1056.2 PB-D-27-M2 90731 26997
D1225-1 LF-D-13-M0O 118722 32685 PD-1056.3 PBE-D-27-M4 158938 45795
D1225-2 LF-D-13-M2 119703 31789 PD-1067-1 PE-D-28-MO 103517 22750
D1225-3 LF-D-13-M4 83840 25812 PD-1067-2 PE-D-28-M2 2350 264
D1535-1 LF-D-14-M0 97966 26400 PD-1067-3 PBE-D-28-M4 111225 28696
D1535-2 LF-D-14-M2 123584 36388 PD-1061-1 PB-D-29-MO 70515 17218
D1535-3 LF-D-14-M4 122804 33287 PD-1061-2 PB-D-29-M2 79720 21587
D1382.1 LF-D-15-M0 131052 32298 PD-1061-3 PE-D-29-M4 67679 19275
D1382.2 LF-D-15-M2 108635 32452 PD-1108-1 PE-D-30-MO 85196 18071

PD-1108-2 PB-D-30-M2 104152 28068
PD-1108-3 PEB-D-30-M4 110290 27652
*Tratamiento - Condicion (D-Disbidtico, ND - No_Disbictico) - STD-1-Replica STD-1-Replica 95399 24804
Nimero de paciente - Mes de coleccién de muestra STD-2-Replica STD-2-Replica 21450 5874
STD-4-Replica STD-4-Replica 103395 26899
N1080.3 - Replica MN1080.3 - Replica 101977 23428

Control_negativo Control_negativo 2106 0

Tabla Suplementaria 2. NUmero de secuencias crudas (Secuancias sin procesamiento de calidad) y secuencias filtradas (secuencias

después del procesamiento de calidad por le programa DADA2 — Secuenciamiento de estandarizacion.
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indice de Diversidad | Grupo1 | Grupo2 | p-value p.ad] p.adj - significancia | Método
shannon O-LF 0-PB 0.6027 1 ns Wilcoxon
shannon O-LF 2-LF 0.2939 1 ns Wilcoxon
shannon O-LF 2-PB 0.4879 1 ns Wilcoxon
shannon O-LF 4-LF 0.0052 0.073 ns Wilcoxon
shannon O-LF 4-PB 0.9798 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB 2-LF 0.1103 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB 2-PB 0.3255 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB 4-LF 0.0006 0.0092 *E Wilcoxon
shannon 0-PB 4-PB 0.3217 1 ns Wilcoxon
shannon 2-LF 2-PB 0.846 1 ns Wilcoxon
shannon 2-LF 4-LF 0.1486 1 ns Wilcoxon
shannon 2-LF 4-PB 0.2601 1 ns Wilcoxon
shannon 2-PB 4-LF 0.1318 1 ns Wilcoxon
shannon 2-PB 4-PB 0.6885 1 ns Wilcoxon
shannon 4-LF 4-PB 0.0113 0.15 ns Wilcoxon

Tabla Suplementaria 3. Comparacion del indice de diversidad de Shannon para los grupos LF y PB en
diferentes puntos en el tiempo — Pruebas estadisticas.

. Grupo | Media | Mediana | N° de Muestras
0-LF 4.75 4.98 14
0-PB | 461 | 453 14
2LF | 502 | 512 16
2-PB 4.92 5.03 13
4-1F 5.37 5.48 16
4-PB | 481 | 4.95 12

Tabla Suplementaria 4. Comparaciéon de media y mediana del indice de Shannon para los grupos LF y
PB en diferentes puntos en el tiempo
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indice de Diversidad | Grupo1 | Grupo2 | p-value p.adj p.adj - significancia | Método
shannon 0-LF-D 0-LF-ND 0.796 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-D 0-PB-D 0.9452 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-D | 0-PB-ND | 0.7308 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-D 4-LF-D 0.0293 0.73 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-D 4-LF-ND 0.02 0.52 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-D 4-PB-D 1 1 ns Wilcoxon
shannon O-LF-D | 4-PB-ND | 0.9372 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-ND | 0-PB-D 0.7789 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-ND | 0-PB-ND | 0.6126 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-ND 4-LF-D 0.1719 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-ND | 4-LF-ND 0.083 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-ND | 4-PB-D 1 1 ns Wilcoxon
shannon 0-LF-ND | 4-PB-ND 0.796 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-D | 0-PB-ND | 0.7104 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-D 4-LF-D 0.1893 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-D | 4-LF-ND | 0.0939 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-D 4-PB-D 0.6282 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-D | 4-PB-ND | 0.5338 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-ND | 4-LF-D 0.0012 0.035 * Wilcoxon
shannon 0-PB-ND | 4-LF-ND | 0.0012 0.035 * Wilcoxon
shannon 0-PB-ND | 4-PB-D 0.9452 1 ns Wilcoxon
shannon 0-PB-ND | 4-PB-ND | 0.1807 1 ns Wilcoxon
shannon 4-LF-D 4-LF-ND | 0.5737 1 ns Wilcoxon
shannon 4-LF-D 4-PB-D 0.1551 1 ns Wilcoxon
shannon 4-LF-D | 4-PB-ND | 0.1209 1 ns Wilcoxon
shannon 4-LF-ND | 4-PB-D 0.0593 1 ns Wilcoxon
shannon 4-LF-ND | 4-PB-ND | 0.0593 1 ns Wilcoxon
shannon 4-PB-D | 4-PB-ND | 0.9372 1 ns Wilcoxon

Tabla Suplementaria 5. Comparacién del indice de diversidad de Shannon para los grupos LF y PB
considerando su condicién previa antes del inicio del tratamiento (Disbiético/No-Disbi6tico) en diferentes
puntos en el tiempo — Pruebas estadisticas.

| Grupo Media | Mediana | N° de Muestras
0-LF-Disbiosis 4,70 4,77 6
O-LF-No-Disbiosis = 4.78 5.02 8
. 0-PB-Disbiosis 4.63 4,13 7
0-PB-No-Disbiosis | 4.59 4.57 7
2-LF-Disbiosis 5.01 5.09 8
2-LF-No-Disbiosis = 5.03 5.22 8
2-PB-Disbiosis 5.01 5.33 6
2-PB-No-Disbiosis | 4.83 4.72 7
. 4-LF-Disbiosis 5.33 5.42 8
4-LF-No-Dishiosis | 5.41 5.52 8
4-PB-Disbiosis 4.75 4,71 6
4-PB-No-Disbhiosis = 4.87 4.95 6

Tabla Suplementaria 6. Comparacion de media y mediana del indice de diversidad de Shannon para los
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grupos LF y PB considerando su condicion previa antes del inicio del tratamiento (Disbi6tico/No-
Disbiético) en diferentes puntos en el tiempo.

Filo Grupo 1l | Grupo2 | p-value p.adj p.format | significancia | Método
Actinobacteria LF PB 0.52 0.52 0.52 ns Wilcoxon
Firmicutes LF PB 0.66 0.66 0.66 ns Wilcoxon
Actinobacteria LF-D LF-ND 0.96 1 0.96 ns Wilcoxon
Actinobacteria LF-D PB-D 0.86 1 0.86 ns Wilcoxon
Actinobacteria LF-D PB-ND 0.52 1 0.52 ns Wilcoxon
Actinobacteria LF-ND PB-D 0.77 1 0.77 ns Wilcoxon
Actinobacteria LF-ND PB-ND 0.56 1 0.56 ns Wilcoxon
Actinobacteria PB-D PB-ND 0.63 1 0.63 ns Wilcoxon
Abundancia LF-D LF-ND 0.96 1 0.96 ns Wilcoxon
Firmicutes LF-D PB-D 0.86 1 0.86 ns Wilcoxon
Firmicutes LF-D PB-ND 0.52 1 0.52 ns Wilcoxon
Firmicutes LF-ND PB-D 0.77 1 0.77 ns Wilcoxon
Firmicutes LF-ND PB-ND 0.56 1 0.56 ns Wilcoxon
Firmicutes PB-D PB-ND 0.63 1 0.63 ns Wilcoxon

Tabla Suplementaria 7. Diferencia de la abundancia relativa de los filos mas abundantes — Pruebas
estadisticas. No se observa significancia en ninguna de las comparaciones

Género Grupo Grupo p-value p.adj p.format | significancia | Método
Bifidobacterium LF PB 0.47 0.47 0.47 ns Wilcoxon
Streptococcus LF PB 0.89 0.89 0.89 ns Wilcoxon
Blautia LF PB 0.83 0.83 0.83 ns Wilcoxon
Bifidobacterium LF-D LF-ND 0.79 1 0.79 ns Wilcoxon
Bifidobacterium LF-D PB-D 0.73 1 0.73 ns Wilcoxon
Bifidobacterium LF-D PB-ND 0.66 1 0.66 ns Wilcoxon
Bifidobacterium | LF-ND PB-D 0.68 1 0.68 ns Wilcoxon
Bifidobacterium | LF-ND PB-ND 0.51 1 0.51 ns Wilcoxon
Bifidobacterium PB-D PB-ND 0.87 1 0.87 ns Wilcoxon
Streptococcus LF-D LF-ND 0.79 1 0.79 ns Wilcoxon
Streptococcus LF-D PB-D 0.67 1 0.67 ns Wilcoxon
Streptococcus LF-D PB-ND 0.55 1 0.55 ns Wilcoxon
Streptococcus LF-ND PB-D 0.48 1 0.48 ns Wilcoxon
Streptococcus LF-ND PB-ND 0.77 1 0.77 ns Wilcoxon
Streptococcus PB-D PB-ND 0.37 1 0.37 ns Wilcoxon
Blautia LF-D LF-ND 0.46 1 0.46 ns Wilcoxon
Blautia LF-D PB-D 0.52 1 0.52 ns Wilcoxon
Blautia LF-D PB-ND 0.71 1 0.71 ns Wilcoxon
Blautia LF-ND PB-D 0.56 1 0.56 ns Wilcoxon
Blautia LF-ND PB-ND 0.66 1 0.66 ns Wilcoxon
Blautia PB-D PB-ND 0.34 1 0.34 ns Wilcoxon

Tabla Suplementaria 8. Diferencia de la abundancia relativa de los géneros mas abundantes — Pruebas
estadisticas. No se observa significancia en ninguna de las comparaciones.
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Group 1 | Group 2 | Sample size | Permutations | pseudo-F | p-value | g-value
O-LF 0-PB 28 999 1.15 0.26 0.39
2-LF 2-PB 29 999 1.09 0.32 0.43
4-LF 4-PB 28 999 1.17 0.24 0.39

Tabla Suplementaria 9. Comparacion de la composicion de la microbiota intestinal segin el tratamiento
seguido (LF o PB) en diferentes puntos en el tiempo — Pruebas estadisticas. No se observa diferencias en
ninguna de las comparaciones.

Group 1 Group 2 Sample size | Permutations | pseudo-F | p-value | g-value
0-LF-Dishiosis | 0-LF-Normobiosis 14 999 0.97 0.51 0.72
0-LF-Disbiosis 0-PB-Disbiosis 13 999 1.31 0.15 0.43
0-LF-Disbhiosis | 0-PB-Normobiosis 13 999 1.21 0.23 0.51

0-LF-Normobiosis | 0-PB-Disbiosis 15 999 1.08 0.34 0.66
0-LF-Normobiosis | 0-PB-Normaobiosis 15 999 0.67 0.88 0.93
0-PB-Disbiosis | 0-PB-Normaobiosis 14 999 0.98 0.40 0.71
2-LF-Dishiosis | 2-LF-Normobiosis 16 999 0.92 0.58 0.74
2-LF-Disbhiosis 2-PB-Dishiosis 14 999 1.43 0.08 0.41
2-LF-Dishiosis | 2-PB-Normobiosis 15 999 1.12 0.30 0.62
2-LF-Normobiosis | 2-PB-Dishiosis 14 999 1.10 0.32 0.65
2-LF-Normobiosis | 2-PB-Normobiosis 15 999 0.68 0.76 0.84
2-PB-Disbiosis | 2-PB-Normobiosis 13 999 1.23 0.21 0.47
4-L F-Disbiosis | 4-LF-Normobiosis 16 999 0.99 0.47 0.71
4-L F-Disbiosis 4-PB-Disbiosis 14 999 1.31 0.13 0.41
4-LF-Disbiosis | 4-PB-Normobiosis 14 999 1.06 0.36 0.68
4-LF-Normobiosis | 4-PB-Disbiosis 14 999 0.80 0.71 0.83
4-LF-Normobiosis | 4-PB-Normobiosis 14 999 0.72 0.86 0.93
4-PB-Disbiosis | 4-PB-Normobiosis 12 999 0.68 0.89 0.93

Tabla Suplementaria 10. Comparacién de la composicion de la microbiota intestinal seguin el tratamiento
(LF/PB) y condicion previa (Disbidtico / No-Disbiético) de los participantes en diferentes puntos en el
tiempo — Pruebas estadisticas. No se observa diferencia en ninguna de las comparaciones.

Género Grupo 1 | Grupo 2 p | p.adj|p.format | P-signif Method
Akkermansia LF-M4 PB-M4 | 0.04 | 0.04 0.04 * Kruskal-Wallis
Gemella LF-M4 PB-M4 | 0.03| 0.03 0.03 * Kruskal-Wallis
Staphylococcus LF-M4 PB-M4 | 0.03| 0.03 0.03 * Kruskal-Wallis
Dorea LF-MO LF-M4 |0.01]| 0.01 0.01 wk Kruskal-Wallis
Roseburia LF-MO LF-M4 |0.01]| 0.01 0.01 * Kruskal-Wallis
Ruminococcus LF-MO LF-M4 | 0.05| 0.05 0.05 * Kruskal-Wallis
Enterococcus LF-MO LF-M4 | 0.02]| 0.02 0.02 * Kruskal-Wallis
Bifidobacterium LF-MO LF-M4 | 0.02| 0.03 0.03 * Kruskal-Wallis
Clostridium.sensu.stricto.1 LF-D-M4 | PB-D-M4 | 0.01 | 0.01 0.01 * Kruskal-Wallis
Turicibacter LF-D-M4 | PB-D-M4 | 0.04 | 0.04 0.04 * Kruskal-Wallis
Eubacterium..coprostanoligenes.group | LF-D-M4 | PB-D-M4 | 0.01 | 0.01 0.01 * Kruskal-Wallis

Tabla Suplementaria 11. Diferencia en la abundancia relativa entre los biomarcadores encontrados por el
andlisis discriminativo linear — Pruebas estadisticas.
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Figura Suplementaria 1. Indice de Shannon. Este indice toma en cuenta el nimero de ASVs presentes en
cada muestra y con la su respectiva abundancia relativa con el fin de cuantificar la diversidad presente en cada
muestra. Este valor es calculado con la siguiguiente formula en donde las siguientes variables son las
siguientes : S — Numero de ASVs, encontrados en la muestra, N — Nimero de ASVs totales encontrados en
todas las muestras, ni — NUmero de individuos de la especie i, pi — ni/N.

Figura Suplementaria 2. Unweighted Unifrac. Este indice es usado para asignar el grado de diferencia en la
composicién de la microbiota de dos posblaciones. Valores mas altos de la fraccién de la longitud total de ramas
no compartidas hace referencia a una mayor diferencia en la composicion de la microbiota de dos poblaciones
diferentes. Esta diferencia se ve representada como una distancia mayor entre un punto y otro (los cuales
representan la composicion de la microbiota de cada participante) en un grafico de PCoA.
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Figura Suplementaria 3. Diferencia en la abundancia relativa entre los biomarcadores encontrados por el analisis
discriminativo linear. A) Biomarcadores encontrados comparando los grupos LF-M4 y PB-M4. B) Biomarcadores encontrados
comparando los grupos LF-MO y LF-M4. C). Biomarcadores encontrados comparando los grupos LF-D-M4 y PB-D-M4. Cada
punto representa a un participante y la respectiva abundancia relativa (en porcentaje) del género bacteriano reportado. Se reporta la
significancia estadistica (p-value ajustado por una correccion de FDR) de la comparacién de abundancia relativa para cada género
(Tabla suplementaria 11).
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