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RESUMEN

El microbioma humano es un ecosistema interno consti-
tuido por el hombre y los microorganismos que en él conviven,
microorganismos esenciales para mantener su salud, pues jun-
to con el sistema inmunoldgico protegen frente a patdgenos
invasores y mantienen la salud.

La base de la microbiologia tradicional ha sido el cultivo
bacteriano, sin embargo la mayoria de los microorganismos
observables en la naturaleza, no se cultivan mediante técnicas
habituales, por ello en la actualidad, la era molecular ha per-
mitido identificar estos microorganismos en base a su huella
genética, gracias a la metagendmica.

La subunidad 16S del ARN ribosomal es considerada como
la diana universal para la identificacion bacteriana a partir del
ADN, con la ayuda de la secuenciacion. El método de Sanger o
secuenciacion de primera generacion termind imponiéndose por
su sencillez y precision, posteriormente se desarrollo la segunda
generacion, o de alto rendimiento capaz de generar cientos de
miles de reacciones de secuencias de manera mas rapida y eco-
nomica, sin embargo, es la secuenciacion de tercera generacion,
la que lleva al limite los avances de la nanotecnologia.

Con la utilizacion del gen de referencia, las técnicas de se-
cuenciacion masiva y las herramientas bioinformaticas para el
tratamiento de datos, se ha podido conseguir una informacion
sobre el microbioma humano, con un nivel de detalle sin pre-
cedente en cuanto a taxonomia y funcion de los microorganis-
mos, lo que ha supuesto una autentica revolucion no solo en
su conocimiento sino también en su implicacion en la salud o
de enfermedad del ser humano.
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ABSTRACT

The human microbiome is an internal ecosystem that re-
fers to the community of microorganisms that populate the
human body. These microorganisms are essential to support
his health, because the interaction between the host immune
system and microorganisms, provide the host with protection
against pathogens, and contributes to the preservation of
health.

Bacteriological culture has been the basis for traditional
microbiology; however, most of the bacterial forms observed
in nature cannot be isolated with laboratory culture methods.
At present, metagenomic applies a suite of genomic technolo-
gies, where the microorganisms are identified by their genomic
fingerprint.

The 16S rRNA subunit is considered as the universal target
for bacterial identification from DNA with the aid of sequenc-
ing. Sanger sequencing technology had a great impact on the
first generation sequencing due to its simplicity and precision.
Platforms high-throughput known as second generation se-
quencing technologies are capable to generate hundreds of
thousands of sequence reactions in a faster and economic
way. However, thanks to the third generation sequencing the
greatest advances in nanotechnology have been made.

Using the reference gene, the massive sequencing tech-
niques and bioinformatics tools used for the data processing,
there has been an important development of the human mi-
crobiome, achieving an unprecedented detail level on the tax-
onomy and microbial function. This has meant an authentic
revolution not only in their knowledge but also in their in-
volvement in the health or illness of the human being.
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MICROBIOMA

El microbioma humano es un ecosistema interno consti-
tuido por el hombre y los microorganismos que en ¢l convi-
ven. Mas de 10" microbios coexisten con las 10" células en el
organismo humano'. Estos microorganismos generalmente no
son perjudiciales para el hombre, sino que son esenciales para
mantener su salud, ya que son necesarios para la digestion de
los alimentos, la sintesis de nutrientes y la prevencion de en-
fermedades, pues junto con el sistema inmunologico, protegen
frente a patdgenos invasores y mantienen su salud®>,

Se llama microbioma a los microorganismos que colonizan
y viven de manera fisiologica en el cuerpo humano, es la flora
microbiana comensal. Factores fisiologicos, como temperatura,
humedad, o la presencia de nutrientes, entre otros, favorecen
el desarrollo de una comunidad bacteriana en determinados
ecosistemas del cuerpo humano, estableciéndose asi diferentes
microbiotas: oral, respiratoria, gastrointestinal, de la piel, vagi-
nal o del tracto urogenital®.

El microbioma se construye a partir de la genética, la dieta,
la edad y la interaccion con el medio ambiente, por ello cada
individuo tiene su propio microbioma caracteristico*®. Se pue-
de considerar como un genoma en constante interaccion con
el medio ambiente, por ello una alteracion en la composicion
o funcionamiento del mismo, una disbiosis, puede producir al-
teraciones en la respuesta inmune y ocasionar enfermedades®.
Modificaciones en la dieta, el consumo de farmacos, especial-
mente antibidticos, incluso cambios de temperatura, pueden
provocar esta disbiosis desencadenante de enfermedades tan
diversas como la diabetes, el autismo, el intestino irritable, la
obesidad, la depresion o enfermedades autoinmunes’.

A pesar de que cada vez es mds evidente la implicacion
de la microbiota en determinadas enfermedades, no siempre
se tiene la certeza de esta asociacion, por ello en el afio 2008,
el instituto Nacional de Salud en Estados Unidos, establece un
proyecto de colaboracion internacional llamado “The Human
Microbiome Proyec (HMP) cuyo principal objetivo es la carac-
terizacion integral del microbioma humano y el andlisis de su
importancia en la salud y en la enfermedad. Asi, éste proyecto
ha determinado las comunidades microbianas encontradas en
diferentes partes del organismo®.

En el tracto respiratorio superior, existe una variedad
importante de flora microbiana que varia de unos lugares a
otros, conocidos como nichos ecoldgicos. En los individuos sa-
nos, los senos paranasales, las trompas de Eustaquio y el tracto
respiratorio por debajo del nivel de la laringe suelen ser esté-
riles”. Sin embargo, se ha podido establecer una conexion en-
tre una microbiota aberrante, enfermedades alérgicas y asma
bronquial” Su relacion con la enfermedad respiratoria cronica
€s poco conocida.

La cavidad oral representa un 25% del microbioma hu-
mano® y contiene un nimero diferente de nichos, incluyendo
dientes, surco gingival, lengua, mejillas, paladar duro y blando
etc., todos ellos colonizados por bacterias, que se suelen pre-
sentar como biopeliculas bacterianas mas que como entes ais-
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lados'® De hecho, la microbiota oral es uno de los microbiomas
mejor caracterizados de los que colonizan el cuerpo humano'.
Segun el "Human Oral Microbiome Database" hay aproxima-
damente 700 especies procariotas presentes en la cavidad oral
humana'. Sin embargo, en presencia de una patologia, este
numero suele alterarse, en caso de la caries suele producirse
una disminucion de 600 a 160, desapareciendo sobre todo los
mas resistentes a los acidos, lo que induce a pensar que las es-
pecies desaparecidas podrian tener un factor protector frente
al proceso™ o que la adicion de probidticos podria ser util para
la prevencion o el tratamiento de las correspondientes pato-
logias'.

En este sentido, Mira et al." han descrito una nueva espe-
cie en la cavidad oral, Streptococcus dentisani que se encuen-
tra en la superficie dental de individuos sin caries, ya que es
productor de bacteriocinas que eliminan las bacterias causan-
tes de estas lesiones.

En el surco gingival el ambiente es similar al del colon,
en el que la concentracion bacteriana alcanza 10" por mly los
anaerobios representan el 99% de la flora cultivable®.

El esofago, a pesar de que algunos autores consideran
que en €l no existe una colonizacion permanente, puede sin
embargo estar invadido por los microorganismos que arrastran
los alimentos y pudieran establecerse alli. De hecho, este mi-
crobioma se altera en diversas patologias como la esofagitis
eosinofilica o el reflujo esofagico™.

Durante muchos afos el estomago fue considerado co-
mo un organo estéril pues su barrera gastrica y la acidez de
sus secreciones impedian que los microorganismos pudieran
sobrevivir®. Gracias a la metagendmica se ha comprobado que
hay bacterias que pueden adaptarse a las condiciones adversas
del estomago.

El microbioma intestinal, contiene 100 billones de mi-
croorganismos con mas de 1.000 especies diferentes como mi-
nimo, y mas de 3 millones de genes. Puede pesar hasta 2 kg
y es el responsable de distintas funciones fisiologicas con un
impacto directo en la salud, como son la digestion de alimen-
tos que el estomago y el intestino delgado no han sido capa-
ces de digerir, la produccion vitaminas B y K que el organismo
humano no puede sintetizar y de colaboracion con el sistema
inmune, actuando como efecto barrera’®.

Alrededor de un tercio de la microbiota intestinal es co-
mun para la mayoria de la poblacion, aunque existe una pro-
porcion de microorganismos especificos de cada persona. Su
papel mantener un balance ecoldgico’. Su composicion varia
a lo largo de sus diferentes porciones. En el intestino delgado,
los microorganismos simplemente pasan por él, aunque la in-
terrupcion de este flujo, por obstrucciones, diverticulos, asas
ciegas u otras patologias, produce concentraciones bacterianas
con predominio anaerobico, y este patron de sobrecrecimiento
bacteriano puede ser responsable entre otros de sindromes de
mala absorcion o del intestino irritable’.

La mayor concentracion de anaerobios se produce en el
ileon terminal y sobre todo en el colon, aunque la mayoria de
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las bacterias del colon no se pueden cultivar®. El colon es el
lugar de mayor contenido bacteriano, aproximadamente 10
microorganismos por ml.

La microbiota intestinal en el hombre, se establece des-
pués del destete, alrededor de los 3 afios de edad. El feto cre-
ce y se desarrolla en un ambiente estéril y durante el parto
es colonizado por microorganismos, de la madre si el parto es
vaginal, o del entorno en que tiene lugar el nacimiento. Poste-
riormente la alimentacion define su composicion. Hoy se sabe
con certeza que la dieta puede alterar la microbiota intestinal,
pero se desconocen los factores responsables de los cambios
en su composicion®.

Se considera que la microbiota presente en las heces, re-
presenta a todas las comunidades bacterianas que viven en el
tracto gastrointestinal, y por ello suele ser la muestra elegida
para la mayoria de los estudios, siendo ademds una muestra de
facil recoleccion y no invasiva. Debe realizarse un estudio ge-
nomico, ya que la mayoria de los microorganismos no crecen
en los medios habituales de cultivo. La caracterizacion de este
ecosistema es el primer paso para elucidar su papel en la salud
y la enfermedad".

En los ultimos afos la composicion y las funciones de la
microbiota humana intestinal se ha desarrollado ampliamente,
debido sobre todo a las tecnologias "omica" que han facilitado
el analisis genético y metabolico de la comunidad microbia-
na%.

La Union Europea ha financiado un proyecto "MyNew-
Gut", en 2013 para investigar la influencia de la microbiota
intestinal en la salud y en el bienestar. Sin duda, todo este
esfuerzo contribuira al desarrollo de nuevos enfoques para
prevenir las enfermedades relacionadas con la dieta (sindrome
metabdlico y obesidad), los trastornos del comportamiento a
través de cambios en el estilo de vida y la ingesta de pro-pre-
bioticos y productos alimenticios semipersonalizados e innova-
dores?'.

Existe por tanto una interaccion entre el ambiente, la mi-
crobiota y el huésped, aunque falta por establecer e identificar
qué factores son los determinantes de su composicion y fun-
cion. Su conocimiento nos permitiria modificar la microbiota
intestinal y mejorar la salud®.

En el tracto genital femenino la concentracion bacteria-
na es de 10° microorganismos por ml en la vagina y el cérvix
durante los afios de reproduccion. Pueden producirse cambios
por su influencia hormonal® en funcion del estado del ciclo
menstrual y otros factores como la menarquia, la menopausia,
el embarazo, los antibioticos y la cirugia ginecoldgica®.

La microbiota vaginal, estd dominada por Lactobacillus
que protegen a la mucosa del establecimiento de patogenos y
mantienen un ecosistema saludable e impiden el riesgo de in-
feccion?, el tratamiento antibiotico provoca una disbiosis, que
facilita el desarrollo de procesos infecciosos?.

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia huma-
na altera las comunidades bacterianas en determinadas mu-
cosas®, y recientemente ha sido observada una disbiosis en la
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flora intestinal de estos pacientes, que se ha relacionado con el
estado inflamatorio mantenido que presentan®?’.

La flora de la piel también contiene una gran cantidad
de anaerobios, aunque su papel en la salud o la enfermedad es
aun desconocido®. Las bacterias anaerobias son muy frecuen-
tes y parece que pueden ser responsables de importantes pro-
cesos no considerados tradicionalmente como enfermedades
infecciosas, tales como la enfermedad cardiovascular, diabetes,
enfermedad mental, obesidad, sindrome metabolico o intesti-
no irritable.

Con los crecientes avances en las tecnologias de deteccion
de ADN (4cido desoxirribonucléico), y la disminucion del coste
en la secuenciacion, se ha ampliado enormemente el mundo
microbiano revelando una diversidad microbiana sin preceden-
tes en casi todos los ambientes?, relacionando la salud con la
cantidad de microorganismos y su biodiversidad.

Ahora es preciso establecer las diferencias en las comuni-
dades microbianas y sus funciones en los diferentes estados de
salud o de enfermedad. Para ello hay que conocer su composi-
cion: metataxonomia, los genes que contiene: metagenomica,
la expresion de estos genes: metatranscriptoma, las proteinas
expresadas: metaprotedmica e incluso en los ultimos afos se
ha incorporado el estudio de pequefas moléculas: metabolo-
mica?.

TECNICAS DE ESTUDIO DE MICROBIOMA

Metagenomica. La base de la microbiologia tradicional
ha sido el cultivo bacteriano, que permite el aislamiento de
microorganismos y su posterior identificacion en base a sus
caracteristicas morfoldgicas, biogquimicas y genéticas. Pero la
mayoria de los microorganismos observables en la naturaleza,
el 99,8% de ellos, no pueden cultivarse por técnicas habituales,
por carecer de condiciones o métodos adecuados®*.

En la actualidad la era molecular ha permitido identificar
estos microorganismos en base a su huella genética, gracias a
la metagenomica™, una nueva aplicacion de la biologia mole-
cular que estudia las comunidades bacterianas, desde el punto
de vista gendmico, partiendo del ADN obtenido de muestras,
de diferentes entornos naturales sin necesidad de cultivarlas.

Para determinar el microbioma en una muestra bioldgica,
se parte del ADN que se extrae, se amplifica y se secuencian los
genes que codifican para la subunidad 16S del ARN (4cido ri-
bonucléico) ribosomal, molécula antigua ya propuesta por Carl
Woese en 1975%, pero presente en todas las bacterias actua-
les, y cuya estructura y funcién han permanecido constantes
a lo largo del tiempo. La subunidad 16S del ARN ribosomal es
considerada como la diana universal para la identificacion bac-
teriana, por sus caracteristicas y propiedades que permiten la
caracterizacion taxonomica de las bacterias, pudiendo discer-
nir hasta nivel de género y en algunos casos de especie ****,

Con la utilizacion del gen de referencia, las técnicas mo-
leculares de secuenciacion masiva y las herramientas para
analisis de datos, se ha podido conseguir informacion sobre el
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microbioma humano, con un nivel de detalle sin precedente
en cuanto a taxonomia y funcion de los microorganismos®,
recuperando la mayor diversidad posible de especies a partir
de muestras clinicas, aunque son precisos mas estudios para
reconocer a los microorganismos en su entorno natural %,

El método de Sanger pertenece a la primera generacion
de técnicas de secuenciacion, y termind imponiéndose por su
sencillez y precision, pero posteriormente gracias a la secuen-
ciacion masiva se obtienen millones de secuencias a una velo-
cidad sin precedentes y cada vez a coste mas reducido®.

En la busqueda de abaratar costes se desarrollaron los lla-
mados secuenciadores de segunda generacion, o de alto ren-
dimiento, capaces de generar cientos de miles de secuencias
de manera mas rapida y economica. La secuenciacion de se-
gunda generacion se inicio basandose en la pirosecuenciacion
del ADN-

Existen 4 plataformas disponibles para secuenciacion ma-
siva®, cuyas caracteristicas son:

e Secuenciacion por sintesis:
- PCR en emulsion (Roche, SOLID)
- PCR en puente (illumina)
e Secuenciacion por semiconduccion: (lon-Torrent).

1. Roche. Utiliza los secuenciadores 454. Aplica una técnica
basada en la polimerizacion no fluorescente, que mide la libera-
cion del pirofosfato en una reaccion de polimerizacion mediante
una serie de reacciones enzimaticas acopladas, que liberan luz
cada vez que se incorpora un nucleotido. La longitud de las lec-
turas generadas permite la secuencia de novo de genomas. Su
inconveniente es que comete errores en regiones homopoliméri-
cas®. (http://genomics.orgfindex.php/454_GS_FLX).

2. SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation Detection). Usa
secuenciadores de "Applied Biosystems: Life Technologies”, vy
obtiene la secuencia por ligacion de octdmeros marcados de
secuencia conocida a la cadena de ADN, con la posterior detec-
cion de la sefal fluorescente emitida tras cada ligacion. (http://
www.sciencedirect.com/topics/page/ABI_Solid_Sequencing).
La tasa de error en este caso es menor®*.

3. lllumina. Adapta la familia de secuenciadores Solexa,
incorporando progresivamente una serie de instrumentos co-
mo MiSeq, HiSeq y NextSeq™. Aplica también un método ba-
sado en la polimerizacion del ADN, donde la incorporacion de
un nucledtido marcado con fluorescencia y protegido en la
cadena naciente impide que ésta siga creciendo. Después de
detectar la sefial fluorescente se elimina el grupo protector
pudiéndose incorporar otro nucledtido marcado e iniciar un
nuevo ciclo. (http://www.illumina.com/support). Es una técnica
muy potente en cuanto a informacion generada y coste.

Estas dos ultimas técnicas tienen la ventaja sobre la pi-
rosecuenciacion de resolver las regiones homopoliméricas, pe-
ro su inconveniente radica en que no son capaces de generar
lecturas superiores a 75 bases, y no se pueden utilizar en la
secuenciacion de novo.
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4. lon-Torrent. Se basa en una secuenciacion con “chips"
semiconductores. Detecta los iones H* liberados por la polime-
rasa tras la incorporacion de un nucleotido®. Es mas sencilla,
rapida y rentable respecto a las anteriores. No hay image-
nes, deteccion de fluorescencia, cdmaras o escaneres. (http://
www:iontorrent.com).

Cuando no se precisa una amplificacion clonal como pa-
so previo a la propia secuenciacion, se habla de secuenciacion
masiva de tercera generacion que aplica Tecnologia SMRT
(“single molecule real time sequencing”) basada en la lectura de
la hebra molde del ADN, llevando al limite los avances de la na-
notecnologia de pequefias moléculas, junto con todas las ven-
tajas relacionadas con el coste y la velocidad de secuenciacion.

Las principales plataformas desarrolladas en estas nuevas
tecnologias son:

- HeliScope: desarrollado por Helicos BioScience Corpo-
ration, esta basado en la secuenciacion a tiempo real de miles
de millones de pequefias moléculas Unicas de ADN adheridas a
una superficie solida. Dada la pequefez de las lecturas genera-
das, esta tecnologia estd recomendada para la resecuenciacion
de genomas y no para la secuenciacion de novo*®.

- PacBio (Pacific Biosciences): se basa en la deteccion de
una sola molécula de ADN polimerasa trabajando de manera
contintia para obtener mayor velocidad. Con esta estrategia
el equipo es tan sensible que es capaz de detectar la fluores-
cencia pegada a un solo nucleotido®. La plataforma PacBio se
utiliza a menudo para determinar secuencias genomicas com-
pletas, sin la necesidad de un genoma de referencia *.

- Mini ON (Oxford Nanopore): es una de las mas recientes
tecnologias que permite secuenciar ADN y proteinas especifi-
cas por electricidad®. Mide el cambio en la corriente resultante
de las cadenas de ADN que interactian con un nanoporo de
proteina cargada. Estas mediciones pueden ser utilizadas para
deducir la secuencia de nucledtidos subyacente. (https://na-
noporetech.comy).

Igual que PacBio, MinlON permite una secuenciacion de
novo para genomas completos *.

El MinlON™ es un nuevo secuenciador portatil que mide
cuatro pulgadas de longitud y es alimentado desde el puerto
USB de un ordenador portatil. Ademds, prometen una bioin-
formatica mas sencilla que es uno de los mayores problemas
de la secuenciacion.

Metataxonomia. El gen que codifica para ARNr 16S es
comun a todas las bacterias, contiene similitudes y diferencias
en la secuencia de sus nucledtidos que permiten la caracteriza-
cion taxonomica de las bacterias de una comunidad, pudiendo
discernir entre estratos de dominio y phylum hasta nivel de
género y en algunos casos especie. La descripcion de perfil ta-
xondmico se basa en la comparacion de las secuencias del gen
de la muestra a estudiar con las secuencias de referencia de
una base de datos*'.

Las plataformas de secuenciacion de alto rendimiento ge-
neran tal cantidad de datos gendmicos que en un ordenador
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comun no se pueden manejar®, por ello la informatica ha ad-
quirido una relevancia critica en las técnicas de secuenciacion
masiva, en el sentido de que su capacidad es esencial para uti-
lizar y analizar datos bioldgicos.

A diferencia de los sistemas de secuenciacion tradiciona-
les, estas plataformas son capaces de generar de forma ma-
siva, millones de fragmentos de ADN en un Unico proceso de
secuenciacion en un tiempo record y con coste cada vez mas
reducido. Estas secuencias aisladas obtenidas requieren el em-
pleo de potentes herramientas informaticas para su alinea-
miento y ensamblaje®.

El orden habitual de analisis bioinformatico incluye el
control de calidad, la eliminacion de secuencias quiméricas y
posterior agrupamiento de las secuencias por caracteristicas
de similitud y solapamiento (clustering). Posteriormente, se
procede a la asignacion taxonomica y el andlisis estadistico pa-
ra determinar las diferencias significativas comparadas con la
secuencia de referencia. Todo esto requiere un software muy
sofisticado que esta en continua evolucion*. Algunos de los
soportes informaticos existentes son:

- Programacion R: es un lenguaje y un entorno de pro-
gramacion para el calculo estadistico, manipulacion de datos 'y
creacion de graficos.

- QIIME (Quantitative Insight Into Microbial Ecology): es
una plataforma bioinformatica para realizar analisis de micro-
biomas a partir de datos de secuenciacion de ADN sin procesar.
Y permitiendo obtener graficos y estadisticas. Asigna identida-
des taxonomicas, a nivel de género, incluso a veces de especie,
basadas en comparaciones con secuencias, de una base de da-
tos, de referencia®.

- GALAXY: es un programa abierto para analizar los da-
tos que proporciona el estudio metagenomico, funcional y de
diagnostico clinico. Es avanzado en configurabilidad, adapta-
bilidad, extensibilidad y reproducibilidad destinados tanto a
investigacion como al uso académico®.

- Proyecto de Base de Datos Ribosomicos (Ribosomal
DataBase Project RDP): es una base de datos que contiene he-
rramientas para analizar secuencias del gen 165 ARNr /.

MEDIDAS DE LA BIODIVERSIDAD

La biodiversidad es uno de los principales indicadores de la
salud de la microbiota. Ahora que las plataformas de secuen-
ciacion producen cientos de miles de secuencias de cientos de
muestras a partir de la subunidad 16S del ARN ribosomal, las
secuencias generadas presentan una gran diversidad, por lo
que se hace necesaria su caracterizacion, imprescindible para
poder entender la estructura de las mismas. Whittaker *® clasi-
fica esta diversidad en alfa y beta.

Se define como diversidad alfa, a la riqueza de especies
de una comunidad a la que consideramos como homogénea y
esta diversidad puede ser medida segun el nimero de especies
presentes o bien segun la distancia filogenética que hay entre
ellas ™.

La diversidad beta, mide las diferencias en la composicion
bacteriana de una o mds muestras. Estas diferencias podran
ocurrir en el espacio, cuando las mediciones se hacen en lu-
gares distintos en un mismo tiempo, o en el tiempo cuando
las mediciones se realizan en el mismo lugar, pero en distintos
momentos. La beta diversidad se puede medir de forma cuan-
titativa o cualitativa, en la primera se considera la abundancia
de los microorganismos observados, mientras que en la segun-
da solo se tiene en cuenta la presencia o ausencia.

REPRESENTACIONES GRAFICAS

Los métodos aplicados para la interpretacion de los datos
moleculares y genomicos en la practica clinica, estan basados
en la utilizacion de distintos biomarcadores:

- Mapas de calor: utilizados para la representacion visual
de los datos obtenidos por secuenciacion de alto rendimiento.
Son muy utiles. Son graficos en los que mediante un cddigo de
colores se resalta la abundancia de las diferentes comunidades
bacterianas en cada muestra.

- Marcadores Fluorescentes: a partir de la combinacion
de la potencia de la secuenciacion con el analisis de datos obte-
nidos del Proyecto del Microbioma Oral Humano en la deteccion
de microorganismos de cada nicho oral, Mark Welch y al.*® apli-
can una técnica para la visualizacion microscopia de la muestra
oral utilizando multiples marcadores fluorescentes que etique-
tan a las bacterias, no solo a las mas prevalentes, resultando una
imagen sorprendente de microorganismos. Diferentes colores
indican las diferentes bacterias presentes en la muestra.

- LEfSe (LDA Effect size) (Analisis discriminante lineal,
efecto-tamano): es un algoritmo para la identificacion de ca-
racteristicas genomicas, estudiando la diferencia entre dos o
mas condiciones bioldgicas. Esta herramienta identifica prime-
ro las caracteristicas que son estadisticamente diferentes entre
las clases biologicas y después realiza pruebas adicionales para
determinar si estas diferencias son consistentes con respecto al
comportamiento bioldgico esperado®.

- PICRUSt (Phylogenetic Investigavtion of Communities by
Reconstruction of Unobserved States): es un software disefiado
para predecir el contenido funcional del metagenoma a partir de
genes marcadores o genomas completos. Esta plataforma realiza
la prediccion metagenomica basandose en la enciclopedia Kyoto
de genes y genomas (KEGG)®', que se desarrolla a partir del co-
nocimiento experimental de la bibliografia publicada.
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