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Progreso en el conocimiento de la microbiota intestinal humana
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Resumen

La apariciéon de nuevas técnicas de secuenciacion asi
como el desarrollo de herramientas bioinformaticas han
permitido no sélo describir la composicion de la comuni-
dad bacteriana que habita el tracto gastrointestinal, sino
también las funciones metabdlicas de las que proveen al
huésped. La mayoria de los miembros de esta amplia
comunidad bacteriana pertenecen a Dominio Bacteria,
aunque encontramos también Archaea y formas eucario-
tas y virus. Unicamente entre 7 y 9 de las 55 Phyla del
Dominio Bacteria conocidos estan presentes en flora fecal
humana. Su mayoria pertenecen ademas a las Divisiones
Bacteroidetes and Firmicutes, encontrando también Pro-
teobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomi-
crobia. Bacteroides, Faecalibacterium y Bifidobacterium
son los Géneros mas abundantes aunque su abundancia
relativa es muy variable entre individuos. El analisis
metagenomico de la flora intestinal ha permitido descri-
bir una coleccion de 5 millones de genes microbianos que
codifican para aproximadamente 20.000 funciones biolé-
gicas relacionadas con la vida de las bacterias. El ecosis-
tema intestinal humano puede clasificarse en torno a tres
grupos de acuerdo a la abundancia relativa de tres Géne-
ros: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterotipo 2) y
Ruminococcus (enterotype 3). Estos grupos han sido
denominados “enterotipos” y su descripcion sugiere que
las variaciones entre individuos estan estratificadas. Una
vez descrita la composicién bacteriana seria interesante
establecer la relacion entre la alteracion de equilibrios
ecologicos con estados de enfermedad que puedan desem-
bocar en una novedosa via terapéutica.

(Nutr Hosp. 2013;28:553-557)
DOI1:10.3305/nh.2013.28.3.6601

Palabras clave: Enterotipo. Metagenomica. Microbioma.
Simbiosis.

Correspondencia: Virginia Robles-Alonso.
Servicio de Aparato Digestivo.

Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Passeig Vall d’Hebrén, 119-129.

08035 Barcelona. Espaiia.

E-mail: vrobles @ vhebron.net

Recibido: 28-111-2013.
Aceptado: 8-1V-2013.

PROGRESS IN THE KNOWLEDGE OF THE
INTESTINAL HUMAN MICROBIOTA

Abstract

New sequencing technologies together with the devel-
opment of bio-informatics allow a description of the full
spectrum of the microbial communities that inhabit the
human intestinal tract, as well as their functional contri-
butions to host health. Most community members belong
to the domain Bacteria, but Archaea, Eukaryotes (yeasts
and protists), and Viruses are also present. Only 7 to 9 of
the 55 known divisions or phyla of the domain Bacteria
are detected in faecal or mucosal samples from the
human gut. Most taxa belong to just two divisions:
Bacteroidetes and Firmicutes, and the other divisions
that have been consistently found are Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria, and Verrucomicrobia.
Bacteroides, Faecalibacterium and Bifidobacterium are
the most abundant genera but their relative proportion is
highly variable across individuals. Full metagenomic
analysis has identified more than 5 million non-redun-
dant microbial genes encoding up to 20,000 biological
functions related with life in the intestinal habitat. The
overall structure of predominant genera in the human
gut can be assigned into three robust clusters, which are
known as ‘“‘enterotypes”. Each of the three enterotypes is
identifiable by the levels of one of three genera:
Bacteroides (enterotype 1), Prevotella (enterotype 2) and
Ruminococcus (enterotype 3). This suggests that micro-
biota variations across individuals are stratified, not
continuous. Next steps include the identification of
changes that may play a role in certain disease states. A
better knowledge of the contributions of microbial
symbionts to host health will help in the design of inter-
ventions to improve symbiosis and combat disease.
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Las nuevas tecnologias en el ambito
de la metagenomica

La aparicién de las denominadas técnicas de secuen-
ciacion de alto rendimiento (high-throughput sequen-
cing technologies) ha supuesto un punto de inflexién
en la forma de entender la colonizacién bacteriana del
intestino humano. Antes de la llegada de las citadas
técnicas de secuenciacion, el estudio de la diversidad
bacteriana mediante el cultivo nos aportaba una vision
sesgada de la composicion bacteriana de la flora fecal,
debido al desconocimiento de los requerimientos nutri-
cionales de determinados subgrupos de bacterias y por
ende la dificultad de cultivarlos en medios habituales.

La ventaja de las técnicas de secuenciacién de alto
rendimiento es su independencia del cultivo en medios
biolégicos, permitiendo una visién global a través del
andlisis del material genético presente en el medio que
se quiera estudiar. Esta vision mas amplia permite una
descripcion detallada de los diferentes miembros que
forman la comunidad, bacteriana y de su abundancia
relativa'.

Esta forma de abordaje ha llevado a acuiar el tér-
mino metagenémica, definido como el estudio del
material genético de las muestras recuperadas directa-
mente de un determinado nicho ecolégico?, y por tanto
obviando la necesidad de aislamiento y cultivo indivi-
dual de los distintos miembros. El metagenoma se des-
cribe como la coleccién de todo el material genético
que constituye una comunidad ecolégica. La aproxi-
macién mds comun consiste en la extraccién del ADN
de una muestra biolégica, seguido de la amplificacién
y secuenciacion de los genes que codifican para la
subunidad 16S del ARN ribosomal. El gen 16S es
comuin todas las bacterias y contiene regiones constan-
tes y variables, por tanto, la similitudes y diferencias en
la secuencia de nucledtidos del gen 16S permiten la
caracterizacion taxonémica precisa de las bacterias que
componen una comunidad, pudiendo discernir entre

estratos de dominio y phylum hasta nivel de género y
especie. La descripcion del perfil taxonémico, se basa
en la comparacién de las secuencias del gen 16S de la
muestra a estudiar con las secuencias de referencia de
bases de datos.

Existe un abordaje todavia mds integral, que consiste
en la secuenciacion génica de todo el ADN presente en
una muestra. El abaratamiento del coste de las técnicas
de secuenciacioén junto con el desarrollo de la gené-
mica computacional ha hecho posible el andlisis de
mezclas complejas de ADN. De la informacién gene-
rada se puede inferir no solo informacién taxonémica,
sino propiedades funcionales y metabdlicas presentes
en una comunidad bacteriana.

Durante los tltimos afios dos grandes proyectos a
gran escala y dotados de elevados recursos econdmicos
llevan cabo la tarea de descifrar la estructura y funcio-
nalidad de la flora intestinal humana asi como su rela-
cion con estados de enfermedad. Por una lado, el Pro-
yecto MetaHIT financiado por la Unién Europea, y, en
Segundo lugar, el Human Microbiome Project, sub-
vencionados por el National Institute of Health de los
Estados Unidos.

Diversidad y funcién de la
microbiota gastrointestinal

Se estima que el colon alberga mds de 10' bacterias,
en su mayoria pertenecientes al Dominio Bacteria.
Aunque cabe destacar la presencia Archaeas metand-
genas, eucariotas (levaduras y protistas) y virus en
forma de fagos y virus animales.

Investigaciones basadas tanto en estudio del gen 16S
como metagendmico sobre muestras fecales humanas
han descrito representacion de inicamente 7-9 de las
55 Phyla del Dominio Bacteria®*”. En concreto, mas del
90% de las formas del Dominio Bacteria pertenecen a
las Divisiones Bacteroidetes y Firmicutes. Otras Divi-

Tabla I
Glosario de términos

Disbiosis: desequilibrio en la composicién bacteriana de un nicho ecolégico en comparacién con el patrén considerado normal.

Enterotipo: clasificacion de la comunidad de la microbiota intestinal humana en tres grupos, de acuerdo a la distinta composicién

del ecosistema.

Metagenoma: genoma colectivo del conjunto de micro-organismos que constituyen una comunidad ecolégica.

Metagenomica: estudio del material genético de las muestras recuperadas directamente de un determinado entorno biolégico para
conocer su composicién microbiana, evitando la necesidad de aislamiento y cultivo individual de sus componentes.

Microbioma: genoma colectivo del conjunto de simbiontes que colonizan un nicho ecolégico o animal anfitrion.

Microbiota: conjunto de comunidades microbianas que coloniza un determinado nicho ecolégico.

Filotipo: grupo microbioldégico definido por el grado de similitud entre secuencias de ADN que codifica para el RNA ribosémico
16S, mds que por caracteristicas fenotipicas.

Simbiosis: forma de interaccién biolégica que hace referencia a la relacion estrecha y persistente entre organismos de distintas
especies. La interaccion bioldgica puede ser: mutualista, cuando ambos miembros obtienen beneficio; comensal, cuando uno de
los miembros de la simbiosis obtiene beneficio sin generar perjuicio al otro, y parasitaria, cuando uno de los miembros de la sim-
biosis obtiene beneficio en detrimento del otro.
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siones con abundancia destacable son Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia. Den-
tro del dominio Archaea encontramos reresentacion de
muy pocas especies, en su mayoria pertenecientes a
Methanobrevibacter smithii.

Si estudiamos estratos taxondémicos mas profundos,
a nivel de especie, encontramos una gran riqueza a
expensas de una gran variabilidad bacteriana indivi-
dual, de forma que podemos considerar que cada indi-
viduo, es huésped de un perfil bacteriano tnico®. Ade-
mas, el espectro de la comunidad bacteriana varia
desde ciego hasta recto, de forma que podemos encon-
trar una diferente composicion bacteriana dentro del
mismo individuo, segiin analicemos una u otra regién
del colon. Sin embargo, cuando estudiamos la flora
asociada a mucosa coldnica, su composicion parece
mantenerse integra desde ileon hasta recto.

Se piensa que factores como la dieta, la ingesta de
farmacos, viajes, o el mismo hdbito deposicional, for-
man parte de las variables de determinan la ecuacién
que explica la composicién de la flora fecal a lo largo
del tiempo. Un reciente estudio® recogié muestras de
tres ubicaciones diferentes del organismo (intestino,
boca y piel) de dos individuos sanos, a lo largo de un
periodo de 15 y 6 meses respectivamente. Las conclu-
siones revelaron que la composicidn entre ubicaciones
tiende a mantenerse estable a lo largo del tiempo, pero
dentro de la misma localizacién corporal se detectd una
baja estabilidad en la composicién con respecto al
tiempo. A nivel de Especie, muy pocos miembros bac-
terianos constituyen lo que ha venido a denominarse el
nicleo del microbioma intestinal humano (“core
human gut microbiota”) ya que Unicamente el 5% de
las especies detectadas en muestras fecales, se mante-
nian presentes en todas las muestras tomadas a lo largo
del tiempo en un mismo individuo®.

Analizando el gen 16S en muestras fecales en una
cohorte de nifios y adultos sanos procedentes de la zona
amazoénica de Venezuela, dreas rurales de Malawi y
poblacién urbana de Estados Unidos, se encontraron
sorprendentes diferencias en la composicién y diversi-
dad de la colonizacién bacteriana entre los individuos
de zonas con o sin desarrollo econémico y social®. El
analisis grafico de composicién sobre coordenadas
revel6 como las muestras procedentes de EEUU for-
maban grupos de asociacion diferentes a las muestras
procedentes de las otras dos regiones (Malawi y Ame-
rindios). Se constat6 ademads en las tras poblaciones
que la diversidad bacteriana se incrementaba con la
edad, siendo las muestras procedentes de EEUU las
menos diversas en comparacién con las otras dos. Las
diferencias entre poblaciones desarrolladas y no desa-
rrolladas se relacionaban con diferentes factores de
exposicién ambiental (transmisién vertical y horizon-
tal) asi como con patrones dietéticos®.

El andlisis metagenémico practicado sobre muestras
fecales de una cohorte europea de adultos identific6 un
total de 3,3 millones de genes no redundantes*. Dicho
estudio permitié ademas establecer el primer catdlogo de

Tabla II
Metagenoma instestinal humano

Genes microbianos en el intestino humano Niimero de genes

Media de genes por individuo 590.384

Genes comunes (presentes en al menos
el 50% de los individuos)

Genes raros (presentes en menos
del 20% de los individuos

294.110

2.375.655

Datos publicados por Qinet al..

genes microbianos procedentes del intestino humano. Se
estim6 que cada individuo albergaba una media de
600.000 genes en el tracto gastrointestinal, y 300.000
genes eran comunes al 50% de los individuos. De los
genes identificados, el 98% eran bacterianos, y se des-
cribian entre 1.000 y 1.150 especies bacterianas, con
una media por individuo de 160 especies’. Los Géneros
mas abundantes eran Bacteroides, Faecalibacterium,
and Bifidobacterium si bien su abundancia relativa era
muy variable entre individuos.

El Human Microbiome Project tenia por objeto ana-
lizar muestras de distintos ecosistema humanos: tracto
gastrointestinal, piel, fosas nasales y tracto urogenital
femenino en individuos sanos®’. En el seno de dicho
proyecto se describieron 5.177 perfiles taxonémicos
microbianos asi como mas de 3.5 terabases de secuen-
cias metagendmicas.

A nivel de tracto gastrointestinal E1 Human Micro-
biome Project amplié hasta 5 millones el catdlogo de
genes descrito previamente en el contexto del estudio
MetaHIT. El cribado funcional en el seno de las técni-
cas de secuenciacion de alto rendimiento consiste en la
comparacién de los genes derivados de la secuencia-
cién integra de la muestra con secuencias que codifican
para funciones conocidas. De esta forma es posible
aproximarse a las funciones biolégicas desempafiadas
por la comunidad bacteriana. As{ se sabe que el amplio
catdlogo bacteriano descrito codifica proteinas impli-
cadas hasta en 20.000 funciones biolégicas*. Algunas
de ellas, son necesarias para la autonomia bacteriana
como las principales rutas metabdlicas (metabolismo
hidrocarbonado, sintesis de aminoécidos), o la propia
expresion génica (ARN y ADN polimerasas, ATP sin-
tasa). Otros genes codifican para funciones necesarias
para la vida de las bacterias dentro del tracto gastroin-
testinal, es decir proteinas relacionadas con la adhesion
a proteinas del huésped (coldgeno, fibrindgeno, fibro-
nectina) o el aprovechamiento de azicares derivados
de los glicopéptidos secretados por células epiteliales*.

Curiosamente, a pesar de la gran variabilidad inte-
rindividual en términos de taxonomia bacteriana el per-
fil genético funcional expresado por la comunidad bac-
teriana es bastante similar en individuos sanos’. Este
concepto, parece clave a la hora de definir un ecosis-
tema bacteriano sano, es decir, aquel ecosistema serd
tanto mds “normal” cuanto mds se parezca su perfil
genético funcional a un estandar.

Progreso en el conocimiento de la
microbiota intestinal humana
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Sujetos europeos

Sujetos chinos

Fig. 1.—Distribucion de la
microbiota intestinal por
enterotipos en individuos de
Europa o China. Datos pu-
blicados por Arumugam et
al’y Qin et al.”.

Enterotipos

Estudios recientes sobre diversidad bacteriana entre
individuos sugieren que la flora intestinal humana
puede agruparse de acuerdo a estados de equilibrio o de
simbiosis, que han venido a definirse como “enteroti-
pos’. Cada uno de los grupos es diferenciable por la
variacién en cada uno de los 3 Géneros: Bacteroides
(enterotipo tipo 1), Prevotella (enterotipo tipo 2) y
Ruminococcus (enterotipo tipo 3). Esta categorizacién
parece independiente de sexo, edad, nacionalidad o
indice de masa corporal. Dichos hallazgos han sido
descritos en el seno del proyecto MetaHIT y sobre
poblacién europea, americana y japonesa. La base para
este agrupamiento es desconocida, sin embargo se
especula con que pudiera estar relacionado con patro-
nes dietéticos de larga evolucién, ya que el enterotipo
con predominancia del genero Bacteroides o tipo 1 ha
sido asociado con dieta rica en proteinas y grasa, en
contraposicion al enterotipo tipo 2 (predominancia del
genero Prevotella), més asociado al consumo de hidra-
tos de carbono!''. Estos resultados han sido reproduci-
dos posteriormente sobre poblacién china®. Otro
reciente estudio basado en el andlisis de muestras feca-
les en una cohorte de nifios y adultos sanos procedentes
de la zona amazonica de Venezuela, areas rurales de
Malawi y Estados Unidos® encuentra el la misma agru-
pacién por enterotipos en poblaciones originarias de
dreas subdesarrollados, sin embargo, al incluir la
poblacion procedentes de Estados Unidos, esta clasifi-
cacion pierde consistencia en adultos, aprecidndose un
intercambio entre los grupos Prevotella y Bacteroides.
Por otro lado, parece que en poblacién infantil la clasi-
ficacién por enterotipos no tiene lugar®.

Disbiosis

Patologias como la enfermedad inflamatoria intesti-
nal'?, obesidad" ', diabetes mellitus tipo 2'°, o colitis
pseudomembranosa'® han sido asociados a cambios en
la composicién de la flora gastrointestinal, no obstante,
la consistencia entre distintos estudios es atin pobre
para algunas de ellas. El hecho de asociacién no

implica necesariamente causalidad, pudiendo ser estos
hallazgos consecuencia de la propia enfermedad. Para
establecer un papel etiolégicos se precisan estudios de
intervencion y seguimiento con restauracion de la
diversidad o composicién teéricamente perdidos. Es
también necesario resaltar que cualquier aproximacion
terapéutica que intente devolver un equilibrio perdido
ha de realizarse desde una 6ptica de ecologia bacte-
riana, es decir, tratando de restaurar grupos bacterianos
y no cepas aisladas'e, tal como se ha demostrado en
modelos animales'”.

Este concepto se refuerza con el tratamiento eficaz
de trasplante de flora fecal para el tratamiento de colitis
pseudomembranosa refractaria'®. Un estudio reciente
llevado a cabo sobre individuos con sindrome metabd-
lico y controlado contra placebo, procedi6 a la infusién
de flora fecal procedente de individuos sanos delgados,
y consiguié mejorar el perfil de resistencia insulinica a
los pocos dias de dicho trasplante®. Las implicaciones
clinicas de estos cambios precisa de mds estudios, aun-
que es claro que este abordaje emerge como una nueva
via terapéutica.

Conclusiones

La nuevas técnicas de secuenciacién junto con el
desarrollo de nuevas herramientas de andlisis computa-
cional permiten describir en profundidad la composi-
cién bacteriana del ecosistema intestinal humano asi
como conocer mejor las funciones que tal comunidad
aporta al organismo anfitrién. Los siguientes pasos
incluyen la identificacién de los cambios que puedan
estar asociados a determinados estados patoldgicos con
el objeto de restaurarlos y restablecer la salud.
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