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Introduccién: La cantidad y la diversidad bacteriana intestinal estdn relacionadas con las
enfermedades metabdlicas e inflamatorias. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la
composicién de la microbiota intestinal en heces y su relacién con variables bioquimicas
y el patrén de consumo de alimentos en individuos sanos, obesos y pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, en Mallorca (Espaiia).

Meétodos: Las bacterias en heces se caracterizaron por PCR tiempo real. E1 ADN se aislé a
partir de sujetos sanos (23), obesos (no diabéticos) (24) y diabéticos tipo 2 (no obesos)
y se amplificé con cebadores especificos para identificar Roseburia, Clostridium leptum,
Lactobacillus y Clostridium coccoides-Eubacterium rectale (Firmicutes); Prevotella y Bacteroides
(Bacteroidetes); Bifidobacterium (Actinobacteria) y el cebador Universal (para total de bacterias),
para la amplificacién de la regiéon V4 del gen 16S rRNA. Los resultados se analizaron
estadisticamente utilizando SPSS v.21.

Resultados: En una poblacién rural y urbana de Baleares, se detectaron niveles de insulina
significativamente superiores en obesos (12,2 + 1,3 md/dL). En diabéticos, los niveles de
triglicéridos, glucosa en sangre, hemoglobina glucosilada y albumina en orina fueron
superiores que en controles y obesos (por encima del rango normal). La mayor dispersién de
las variables bioquimicas en sangre se identificé con: Clostridium coccoide-Eubacterium rectale,
Bacteroides y Bifidobacterium, como posibles marcadores en obesos y diabéticos y Prevotella
y Lactobacillus, como marcadores de salud. El contenido total de bacterias es mayor en
controles y la relacién entre reinos bacterianos es menor en este grupo. Los patrones de
consumo de alimentos fueron diferentes en los tres grupos lo cual esta relacionado con la
variacién en los patrones bacterianos.

Conclusion: La variabilidad en el consumo de alimentos estuvo relacionada con cinco
marcadores bacterianos principales que contribuyeron a la mayor variabilidad de
marcadores bioquimicos entre grupos de sujetos: Clostridium coccoide-Eubacterium rectale,
Bacteroides, Bifidobacterium, Prevotella y Lactobacillus, en una poblacién de Mallorca (Espaiia).
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Introduction: The amount and bacterial diversity in the bowel are associated to metabolic
and inflammatory diseases. The aim was to characterize the gut microbiota composition
in faeces and food consumption pattern in healthy, obese and Type 2 diabetes mellitus
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subjects from Majorca (Spain).

Methods: Bacteria in faeces were characterized by Real-time PCR. DNA was isolated from healthy
subjects (23), obese patients (not diabetic) (24) and type 2 diabetic patients (12) and amplified with
specific primers for the identification of Roseburia, Clostridium leptum, Lactobacillus and Clostridium
coccoides-Eubacterium rectale (Firmicutes); Prevotella and Bacteroides (Bacteroidetes); Bifidobacterium
(Actinobacteria); and Universal primer (for all bacteria), referred to amplification of 16S rRNA gene V4
region. Results were statistically analyzed by SPSS v.21.

Results: A rural and urban population from Balearic Islands was tested. The insulin levels were highest
in obese group (12.2 + 1.3 md/dL) while the triglyceride, blood glucose, glycosylated haemoglobin and
urine albumin levels were highest in diabetic group. The major dispersion of the blood variables was
identified to a bacteria core: Clostridium coccoide-Eubacterium rectale, Bacteroides and Bifidobacterium as
possible markers for obese and diabetic patients; and Prevotella and Lactobacillus levels as markers of
health. The total amount of bacteria is the highest in control group, such as the ratio between phyla
is the lowest. The food consumptiom patterns were different among which is related to the variation
in the bacterial patterns.

Conclusion: The variability in the foods consumption among groups was related to five bacterial
markers which contributed to the major variability in blood markers: Clostridium coccoide-Eubacterium

rectale, Bacteroides, Bifidobacterium, Prevotella y Lactobacillus; in a population from Majorca, Spain.

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: ileanamart@gmail.com (Ileana Martinez-Cabrera)

Introduccién

Las bacterias intestinales son importantes para el
mantenimiento de la salud pues proporcionan energia,
nutrientes y proteccién inmunolégica contra especies
patogénicas'. Por esta razén, la composicién especifica
de la microbiota intestinal (reinos Firmicutes, Bacteroidetes
y Actinobacteria) es critica para el establecimiento y
mantenimiento del equilibrio en la mucosa intestinal®2.
Las proporciones de bacterias en estos reinos difieren en
dependencia del entorno demografico y de los pardmetros
de salud®. Algunos estudios en humanos asocian la
obesidad con la reducida representaciéon de Bacteroidetes,
disminucién en la diversidad bacteriana y con el incremento
en la expresién de los genes relacionados con las vias
metabdlicas para la utilizacién de lipidos y carbohidratos
en las bacterias intestinales y su representacién en el
microbioma*. Diversos trabajos acerca de la asociacién
entre la microbiota intestinal y el desarrollo de la diabetes
mellitus tipo 2 recomiendan establecer las principales
especies bacterianas que se localizan en el intestino, con el
fin de desarrollar terapias basadas en la manipulacién de la
microbiota como alternativa terapéutica®. Algunos paises
europeos participaron en el proyecto “Metagenoma” del
tracto intestinal humano (MetaHit) que generé una amplia
base de datos e informacién sobre el papel de la microbiota
y las posibilidades de este conocimiento para su aplicacién
traslacional en diagnéstico y tratamiento de enfermedades.
Porque sin lugar a dudas, no se es mas saludable donde mas
se coma, sino cuanto mejor sepamos comer.

Mallorca tiene una tradicién alimentaria caracterizada
por su diversidad, propia de la llamada “dieta Mediterranea”
que defiende el consumo rico en frutas, verduras, cereales
y legumbres, derivados lacteos, pescado, aceites vegetales
y un menor consumo de carne roja y grasas animales. Sin
embargo, estudios nutricionales recientes® desarrollados

en esta regién apuntan a cambios desfavorables en estos
patrones y, por tanto, un incremento en las enfermedades
metabdlicas.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar el
contenido de algunos de los principales géneros bacterianos
presentes en heces fecales de sujetos sanos, diabéticos
y obesos; asi como su posible relacién con variables
bioquimicas y el consumo habitual de alimentos en una
regién de Mallorca (Espana).

Materiales y métodos

Aspectos éticos. Los estudios con muestras humanas
(heces, sangre y orina) fueron aprobados por el Comité Etico
de las Islas Baleares (IB 1621/11 PI), como un proyecto de
colaboracién.

Sujetos y muestras. Los criterios para la seleccién de
los sujetos se basaron en el diagnéstico clinico, el indice de
masa corporal (IMC) y las variables bioquimicas (glucosa,
insulina, hemoglobina glucosilada y microalbimina). El
rango de IMC fue: peso normal (18,5-24,9 kg/m?); sobrepeso
(25-29,9 kg/m?); obesidad (30-34,9 kg/m?); obesidad severa
(35-39,9 kg/m?; obesidad severa (>40 kg/m?. Los sujetos
(en un rango de edades de 18-70 anos) fueron incluidos en
tres grupos: Control (n = 23), “Obesos no diabéticos” (n =
24) y “Diabéticos no obesos” (n = 12). En todos los casos no
padecian de enfermedades inflamatorias, no se encontraban
bajo tratamiento con antibiéticos o inmunosupresores, 3
meses antes del inicio de la coleccién de las muestras en el
Hospital Comarcal de Inca (Mallorca, Espana). Las muestras
de heces, sangre y orina fueron recogidas en condiciones de
ayuno, el mismo dia. Las heces fueron colectadas de manera
aséptica en un recipiente y procesadas inmediatamente.

Extraccién del ADN bacteriano a partir de las muestras
de heces. E1 ADN bacteriano fue extraido usando el Mini Kit
QIAamp® DNA Stool for Pathogen Detection Method (QIAGEN,
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Tabla 1 - Secuencias de los oligonucleétidos cebadores y condiciones utilizadas para la amplificacién en PCR a tiempo real

Gen Cddigo Secuencia cebador (5'->3') “Annealing” temperatura, °C Referencia del cebador
Roseburia® RosF TACTGCATTGGAAACTGTCG — Larsen et al., 2010
RosR CGGCACCGAAGAGCAAT
Clostridium leptum CleptF GCACAAGCAGTGGAGT p Larsen et al., 2010
CleptR CTTCCTCCGTTTTGTCAA
Lactobacillus LacF AGCAGTAGGGAATCTTCCA S Larsen et al., 2010
LacR CACCGCTACACATGGAG
Clostridium coccoides- CIEubF CGGTACCTGACTAAGAAGC p Larsen et al., 2010
Eubacterium rectale CIEubR AGTTTYATTCTTGCGAACG
Prevotella® PrevF CACCAAGGCGACGATCA — Larsen et al., 2010
PrevR GGATAACGCCYGGACCT
Bifidobacterium BifF GCGTGCTTAACACATGCAAGTC - Larsen et al.,, 2010
BifR CACCCGTTTCCAGGAGCTATT
Bacteroides-Prevotella Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTT — Fogarty and Voytek, 2005
BacR CAATCGGAGTTCTTCGTG Larsen et al., 2010
Universal UnivF TCCTACGGGAGGCAGCAGT o
UnivR GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT Larsen et al., 2010

*Temperatura estandarizada en este trabajo

2 Cebadores para especies de Roseburia: R. faecis, R. hominis, R. intestinalis y R. cecicola
b Cebadores para species de Prevotella: P. falsenii, P. copri, P. nigrescens, P. intermedia, P. pallens, P. macullosa y P. oris

Espana). El ADN se cuantificé en tampdn AE del kit, a través
del método de absorbancia a 260 nm (A y la relacién
(AZGOnm/AZSOnm) :

Analisis del contenido bacteriano a través del método PCR
a tiempo real. Se determing la presencia de ADN de Roseburia
(Ros), Clostridium leptum (Clept), y Clostridium coccoides-
Eubacterium rectale (Cleub) (reino Firmicutes); Prevotella (Prev)
y Bacteroides (Bac) (reino Bacteroidetes) y Bifidobacterium (Bif)
(reino Actinobacteria) como se refiere previamente’#, utilizando
cebadores especificos para la amplificacién de la regién V4
del gen 16S ARNr bacteriano. Se utilizé un cebador Universal
(Univ) para la amplificacién del mismo gen y como referencia
de la cantidad total de bacterias. El método PCR se realizd
con el uso de la tecnologia SYBR Green en un termociclador
LightCycler (Roche Diagnostics). La amplificacién consistié
en un programa de preincubacién para la desnaturalizacién
del ADN (95°C, 10 min), seguida de 45 ciclos de un paso
desnaturalizacién, “annealing” y extension en las condiciones
propuestas en la tabla 1. Después de cada ciclo se midié la
fluorescencia a 72°C. La especificidad de los productos de
amplificacién se confirmé a través del andlisis de las curvas
“melting” y por electroforesis en gel de agarosa. Los valores
de Ct obtenidos se analizaron a través de GenEx Standard
Software 5.3.6 (MultiD Analyses, Goteborg, Sweden) y la
eficiencia de la reaccién fue considerada para cada gen. Los
resultados fueron expresados en Log,, [contenido de copias
ADN/5ng ADN total] y en abundancia relativa del género
bacteriano (%).

Variables sanguineas y de orina. Fueron determinadas
en un analizador Beckman Coulter AU, con un sistema de
determinacién Beckman Coulter: colesterol plasmatico,

260nm)

triglicéridos, colesterol-LDL, colesterol-HDL, glucosa, insulina,
microalbimina y hemoglobina glucosilada (HbA1c).

Estudio del consumo de alimentos. Se realizaron
cuestionarios recordatorio por espacio de 1 mes llevados a
cabo por la nutricionista del grupo de investigacién, acerca
del consumo frecuente (por sujeto de estudio) de 87 productos
que forman parte de la alimentacién habitual de Mallorca,
considerando en los cuestionarios como: no consumo (punto
1), consumo ocasional (punto 2 cuando se consumen una vez
a la semana), consumo frecuente y estacional (punto 3 cuando
es diario o al menos 3 veces en la semana). Se propusieron dos
variantes para la valoracién del consumo de alimentos: La
variante 1 se refiri6 a la valoracién del fndice de Alimentacién
Saludable (IAS o HIN), de acuerdo a lo sugerido y contrastado
por Norte y Ortiz® (IAS: rango saludable >80; dieta necesita
cambios = 50-80; alimentacién no saludable <50) y por la
Guia Espanola para la Alimentacién Saludable®® que valoran
la agrupacién de los alimentos en nueve grupos generales
(cereales, verduras, frutas, leche y sus derivados, carne,
productos carnicos, legumbres, comidas dulces, bebidas sin
alcohol). La variante 2 se refirié a la cuantificacién relativa de
los alimentos organizados por grupos segin lo recomendado
por algunos autores!** y por la Base de datos de alimentacién
“Food Standard Australia-New Zealand (NUTTAD 2010):
carbohidratos fructo-oligosacaridos (FOS) [cebolla, ajo,
cebolleta, endivia, puerro, guisantes, tirabeques, acelga,
alcachofas, esparrago, tomates, leguminosas, platano, maiz,
patatas, soja en grano, pipas de girasol, avellanas, almendras,
nueces, anacardos, cacahuetes]; galacto-oligosacaridos (GOS)
[yogur, kerfir, leche, queso]; isomalto-oligosacaridos (IMOS)
[harina de trigo, de centeno, de avena, de maiz|; manano-
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Tabla 2 - Analisis de variables demograficas y bioquimicas

en sangre y orina

CONTROL OBESOS DIABETICOS Significancia
(0)
Tamafio 23 24 12
muestra (N)
Sexo (N) Mujeres 11 14 1
Hombres 12 10 11
Edad (afios) 40+2 48 + 2* 59 + 2"# <0,029
IMC (kg/m?) 250+0,6 39,5=+1,0* 27,5+0,05* 0,001;0,029
IMCpor 18-44  238+1,6 40,0+1,6" /
rango anos
edad
(kg/m?) N 13 (56,5%) 13 (54,2%) 0 (0%) NG
45-70 265+10 389+14* 274+05"  <0,010
anos
N 10 (43,5%) 11(45,8%) 12 (100%)
IMC Mujeres 23,8+0,8 41,2+1,2* 28,1 0,010
por sexo N 11 (47,8%) 14 (58,3%) 1 (8,3%) NC
(kg/m?)  Hombres 261407 373+16 27,4+05%  <0,010
N 12 (52,2%) 10 (41,7%) 11 (91,7%)
CONTROL OBESOS DIABETICOS Rango
normal
Triglicéridos 77,0+56 123,7+11,01489+220  50-150
(mg/dL)
Colesterol total 176,3+5,0 1933+96 1739+7,6 50-200
(mg/dL)
Colesterol LDL 1054 +3,8 121,9+7,1 1034+7,7  60-130
(mg/dL)
Colesterol HDL 59+ 3,9 487 +3,7 40,7 +24 27-67
(mg/dL)
Blood Glucosa 89,6+20 960+19 131+6,7 74-110
(mg/dL)
HbAlc 49+01 52+01 59+0,3 3,4-5,8
(mg/dL)
Insulina 51+0,6 122+13 63=12 1,9-23
(mg/dL)
Creatinina en 0,9+0,0 0,8+0,0 1,0+0,1 0,6-1,3
sangre (mg/dL)
Microalbimina® 98+34 147+50 291+7,1 20-300
(mg/L)
Creatinina 137,4+14,9 1389+ 14,4 131,6 + 12,5 <250

en orina (mg/dL)

Tamano muestra 23 24 12
(N)

2 Niveles normales de albimina en orina <20 mg/L. Microalbuminuria
entre 20 y 300 mg/L (National Prescribing Centre, 2004).

fndice de masa corporal (IMC). Valores expresados como la media +
Error estandar de la media. Significancia p <0,05: *: Control vs Obesos;
**: Obesos vs Diabéticos; #: Control vs Diabéticos; NC: no comparable.

oligosacéridos (MOS) [fermentados como cerveza, aceituna,
vinos, salsa de soja]; xilo-oligosacéaridos (XOS) [calabaza,
caqui, chirimoya, miel, salsa soja]; combinaciones entre ellos:
GOS/XO0S [manzana, higo chumbo, ciruela, pasas, orejones,
datiles, ciruelas secas]; FOS/XOS [pimiento verde, pimiento
rojo, col de bruselas]; FOS/IMOS [trigo, centeno, avena];
rafinosa (remolacha); proteina (carne roja y blanca); grasas
de origen animal [mantequilla, manteca de cerdo, huevos,
quesos, panceta o tocino, chuleta de cerdo, chuleta de vacuno,
jamén, solomillo de cerdo, solomillo vacuno, embutidos,
cordero, pollo] y vegetal [aceite oliva y de girasol, chocolate,
pipas de girasol, avellanas, almendras, nueces, anacardos],
monoinsaturadas y poliinsaturadas.

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas continuas se expresaron como
las medias + error estandar (ES) y su distribucién se evalud
con la prueba Shapiro-Wilk y las graficas de probabilidad
normal. La significacién entre géneros bacterianos y variables
bioquimicas para los tres grupos de sujetos se evalud a
través de las pruebas Kruskal-Wallis y U-Mann Whitney
(significaciéon p <0,05). Se determinaron los coeficientes de
correlacién de rangos de Spearman, asi como el coeficiente
de Pearson (donde se requirié) para evaluar la relacién entre
variables. Se utilizé la prueba t-Student para la comparacién
de medias en distribuciones normales. Las variables
cualitativas se analizaron a través de la prueba chi cuadrado
(x%) para determinar grado de asociacién y se determind el
porcentaje de ingesta por cada grupo de alimentos, frecuencia
y porcentaje de consumidores. Se realizdé un andlisis
multicomponente de la cantidad de bacterias por géneros y la
ingesta frecuente por grupo de sujetos.

Resultados

Caracterizaciéon de la muestra de sujetos seleccionada:
variables demograficas, antropométricas y bioquimicas.
Se seleccioné la regién demogréfica de Inca (Islas Baleares)
para realizar este estudio; porque reunia las condiciones
teéricamente ideales para encontrar una poblacién
con tradiciones alimentarias al estilo Mediterraneo;
predominando las costumbres tradicionales en la elaboracién
de productos procedentes de la zona. De un total de 59 sujetos,
se seleccioné un grupo Control (n = 23) integrado por sujetos
sin sintomas ni diagndstico de algun tipo de patologia, que
constituyera sesgo en el estudio (enfermedades inflamatorias
digestivas, respiratorias, cardiovasculares, traumatolégicas ni
reumatoides) y, ademas, presentaron IMC, en el rango normal
o en el rango de sobrepeso y las variables bioquimicas, en
el rango normal. Se seleccionaron los sujetos obesos (no
diabéticos, n = 24) y diabéticos (no obesos, n = 12), siguiendo
el criterio del IMC, el diagnéstico clinico y bioquimico. En la
tabla 2 se muestran los datos antropométricos y demograficos,
los cuales demostraron que es frecuente encontrar obesos
no diabéticos (18-70 afios) en esta regién. La proporcién de
mujeres que padecen obesidad morbida y severa es grande,
mientras que los diabéticos no obesos (en el rango 18-44 afios)
son menos frecuentes. No obstante, no se detectd una clara
asociacién entre la edad y el IMC (p = 0,213).

El grupo Control mostré un patrén normal en las variables
bioquimicas (tabla 2); sin embargo, como era de esperarse, se
mostraron diferencias con relacién a los grupos de enfermos
(pruebas de Kruskal-Wallis y U-Mann Whitney). En Obesos,
los niveles de insulina fueron superiores al resto (p = 0,027)
y el grupo Diabéticos mostré niveles por encima del rango
normal en cuanto a triglicéridos (p = 0,011), glucosa en
sangre (p = 0,001), HbAlc (p = 0,035) y microalbuminuria (p =
0,004). Los niveles de insulina en el grupo Diabéticos fueron
comparables con el grupo Control (p = 0,426) y en los tres
grupos, los valores de colesterol-HDL fueron adecuados.

Anidlisis de la relacién entre el consumo habitual
de alimentos, la microbiota intestinal y las variables
bioquimicas en sangre. Establecer esta relacién constituyd
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Figura 1 - Andlisis de distancias y del grado de relacién entre variables bioquimicas en sangre, el contenido de bacterias y la
calidad del patrén de alimentacién (IAS) (Dendrograma que utiliza una vinculacién media entre grupos, SPSS). 1A. Control;
1B. Obesos; 1C. Diabéticos.
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Tabla 3 - Medida del grado de relacién en el contenido de

bacterias entre géneros presentes en heces fecales en
sujetos sanos y enfermos

Grupo Géneros relacionados r p
Control Roseburia - C. leptum 0,74 0,001
C. coccoide-E.rectale - Lactobacillus -0,176 0,05
Obesos Roseburia - Bifidobacterium 0,476* 0,025
Diabéticos Roseburia - C. leptum 0,778 0,014
Roseburia - Prevotella 0,719* 0,029

Roseburia - C. coccoide-E.rectale 0,980 0,000
0,968* 0,000
0,915* 0,001

0,935* 0,000

Roseburia - Bacteroides

Roseburia - Lactobacillus

Roseburia - Bifidobacterium

Tabla 4 - Variacion bacteriana asociada con el patrén de
consumo de alimentos en los tres grupos de sujetos

estudiados

Variacion  Correlacién
cantidad de (t,p)
bacterias  Significancia
P <0,05

Incremento 0,574, 0,016

Alimentos Variacién Género
enel de

consumo bacterias

frecuente

Grupo

Clostridium
coccoide-
Eubacterium
rectale
Prevotella
Clostridium
coccoide-
Eubacterium
rectale

Control  FOS Incremento

FOS/IMOS Incremento
FOS/XOS Incremento

Incremento 0,615, 0,009
Incremento 0,632, 0,006

Carneroja Incremento Bifidobacterium Incremento 0,622,0,008

C. leptum - C. coccoide-E.rectale 0,737* 0,024 Rafinosa  Incremento  Clostridium Incremento 0,798,0,000
C. leptum - Bacteroides 0,759* 0,018 coccmd_e-
Eubacterium
C. leptum - Bifidobacterium 0,709* 0,032 rectale
Prevotella - C. coccoide-E.rectale 0,737* 0,012 Obesos FOS/IMOS Incremento  Clostridium Disminucién -0,564, <0,05
Prevotella - Bacteroides 0,801 0,009 leptum
Prevotella - Lactobacillus 0.895* 001 X0S Incremento  Clostridium  Incremento 0,526, <0,05
: ? leptum
X X R
Prevotella - Bifidobacterium G i Champifiéon Incremento Prevotella  Disminucién -0,615, <0,05
*La correlacién es significativa al nivel 0,05 (bilateral). Diabéticos XOS Incremento  Clostridium  Incremento 0,918, 0,000
* La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral). leptum
Bacteroides 0,756,0,018
el reto fundamental de este trabajo. Se analizé la variante Roseburia 0,745, 0,021
1, la cual se aplica tradicionalmente en la valoracién Clostridium 0,687, 0,041
cualitativa nutricional. El andlisis de contingencia demostrd Crtass
oL L . Eubacterium
la asociacién entre los hédbitos de consumo de alimentos y rectal
el estado de salud del sujeto (¢’ = 0,003); de modo que, de IMOS Incremento  Clostridium  Incremento 0,972, 0,000
acuerdo a la valoracién aportada por el IAS, el 52,9% de los coccoides-
sujetos mantuvo una alimentacién saludable y el 47,1% fue E“bfecctt‘;rlmm
mejorable en el gru;})o' Control, muy 31m11ar al p.a,tron obtenido Roseburia 0,938, 0,000
en el grupo de Diabéticos (55,6% con alimentacién saludable y :
o . . o Lactobacillus 0,934, 0,000
44,4% mejorable). Sin embargo, en el grupo de Obesos, el 8,7% :
mantuvo una alimentacién saludable y el 91,3%, mejorable. BT 0,924,0,000
El anélisis de la prueba t-student para los valores de IAS Bl U7 S
confirmé la significacién entre los grupos Control y Obesos Clostridium leptum 0,717,0,030

(p = 0,001), no significativo entre Control y Diabéticos (0,099)
y Obesos y Diabéticos (p = 0,248), lo cual sugirié que el patrén
de consumo de Diabéticos es intermedio entre Control y
Obesos. La correlacién positiva obtenida entre el IAS y el
contenido de Roseburia (p = 0,039) y Clostridium leptum (p =
0,038) es otro elemento a valorar. Estos géneros no resultaron
estar asociados a las variables bioquimicas. Con el propdsito
de profundizar en estos resultados, se realiz6é un andlisis de
distancias entre las variables bioquimicas, el contenido de
bacterias y el IAS, sin incluir la variable colesterol-HDL (figs.
1A, By C) e incluyéndola (figs. 1D, E y F).

Una interpretacién plausible podria ser que en el
grupo Control (fig. 1A) los niveles de Clostridium coccoides-
Eubacterium rectale (Cleub), Bacteroides (Bac) y Lactobacillus
(Lac) podrian estar sujetos a un adecuado “ajuste” a través
del sistema de senalizacién en el que participan, entre otros,
los niveles de insulina y HbAc1; en segunda instancia, estar
sujetos a “vigilancia” por los niveles de Bifidobacterium (Bif)
y Prevotella (Prev). En este caso, Bifidobacterium es el punto
de contacto entre microbiota, calidad de la ingesta y las
variables sanguineas. Sin embargo, en el perfil de Obesos
(fig. 1B), Prevotella pasa a ser el punto de contacto con el
clister 2 (variables sanguineas), a la que podria atribuirsele
también un papel regulador dentro del cltster 1. Por su parte,

Grasa Incremento  Clostridium Disminucién -0,914, 0,001
poliinsaturada leptum

Roseburia -0,725, 0,027

Clostridium -0,702, 0,035

coccoides-

Eubacterium

rectale,

Bacteroides -0,698, 0,036
Pescado  Incremento  Prevotella Disminucién -0,806, 0,009
azul

en Diabéticos (fig. 1C), la distribucién de los dos cluster es
similar, sélo que las bacterias cambian ligeramente su orden
de relacién, de tal manera que Roseburia podria modular la
representacién del resto de los géneros sin que, directamente,
influya en el control de las variables sanguineas. Sin embargo,
Prevotella sigue siendo el conector entre ambos clister.

En cambio, la inclusién de colesterol-HDL cambia el patrén
de conglomerados. Bifidobacterium y Prevotella contindan
siendo los conectores. Sin embargo, en Control, la relaciéon
de Bifidobacterium fue estrecha con la bateria de LDL, HDL y
glucosa (fig. 1D). En Obesos, el clister 1 quedé sin variacién
(fig. 1E), aunque HDL pasa a ser un posible intermediario del
efecto positivo de Prevotella sobre las grasas y la glucosa. En
cambio, la relacién de Prevotella se distancia de los niveles
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Figura 2 - Abundancia bacteriana en heces fecales, de los
principales géneros estudiados.
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Figura 3 - Anilisis de asociacién entre el contenido de
bacterias y las variables bioquimicas en sangre (analisis
multicapa perceptron). Contenido expresado como Logl10
[contenido de copias ADN/Sng ADN total. Cambio de
covariables: estandarizado.

de glucosa y el resto de las grasas, considerablemente,
en Diabéticos, y el clister 2 se subdivide en calidad de la
alimentacién y colesterol-HDL (fig. 1F).

Esta podria ser s6lo una ramificacién del complejo sistema
de relaciones entre todas estas variables. Se propuso, ademas,
un analisis que permitié6 determinar la contribucién de
cada género bacteriano en la variabilidad de las variables
bioquimicas.

Anilisis de la relacién de la microbiota intestinal y las
variables bioquimicas, a través del andlisis perceptron o
neuronal. Para establecer el grado de asociacién entre las
variables bioquimicas y la cantidad de géneros de bacterias
presentes en las heces de los sujetos de cada grupo, se
analiz6 previamente el contenido de ADN expresado en
Log,, [contenido de copias ADN/5ng ADN total]. La media
del contenido total de bacterias por grupo de sujetos indicé
que es mayor en Control (Media: Control: 39; Obesos: 32;
Diabéticos: 31 Log,,[contenido de copias ADN/5ng ADN total]).
Se aplicaron los andlisis Kruskal-Wallis y U-Mann Whitney
a la abundancia bacteriana y se encontraron diferencias
entre grupos de pacientes y sujetos sanos (fig. 2), en cuanto
al contenido de Clostridium coccoide-Eubacterium rectale
(Chi?=6,136, p = 0,047), con una mayor significancia entre
controles y obesos (U = 84,5, Z = -2,44, p = 0,015).

Las diferencias encontradas en este trabajo podrian
justificar el posible desbalance que producen estos géneros,
en la relacién obtenida de Firmicutes/Bacteroidetes (F:B): mayor
en Obesos (2,22) y Diabéticos (1,97), con relacién a los sujetos
sanos (1,53).

Estd descrito que un solo tipo de bacterias no es responsable
de los trastornos inflamatorios y metabdlicos®, por lo que
se determiné la correlacién (coeficiente de correlacién de
Pearson) entre los niveles de bacterias, con el objetivo de
poder sugerir puntos de control entre ellas. En la tabla 3 se
resume esta relacién.

Los niveles de Roseburia y C. leptum (pertenecen a la misma
clase Clostridia) estédn relacionados en el caso de Control y
en Diabéticos. Roseburia estd relacionada en menor grado
con Bifidobacterium (diferentes reinos) en Obesos y mayor,
en Diabéticos. Este ultimo grupo de enfermos es la mejor
representaciéon de la relacién entre géneros del mismo o
diferentes reinos.

La distribucién bacteriana en ambos sexos en Control
mostr6 diferencias en cuanto a Bacteroides, en hombres (p =
0,043; varianza: 2,82), y en Lactobacillus (p = 0,023; varianza:
3,99), en mujeres; sin embargo, el sexo en Obesos no influy6é
en el contenido bacteriano (p = 0,226-0,971). Las dificultades
para encontrar mujeres diabéticas no obesas en la poblacién
de estudio no permitieron discernir el papel del sexo en la
microbiota de este grupo de enfermos.

Para completar la informacién se evalud la contribucién
del contenido de bacteriano en los marcadores bioquimicos,
a través de un andlisis multicapas perceptron (SPSS).
Cuando se incluyeron los marcadores en orina, el modelo
obtenido resulté ser complejo, por lo que se seleccionaron
solo los marcadores sanguineos. Los resultados mostraron
cinco marcadores principales que contribuyen a la mayor
variabilidad asociada con los marcadores sanguineos. En la
fig. 3 se muestran dos nodos internos: uno de mayor peso,
relacionado con el criterio “Enfermedad” (H1:1), en el que
ocupan el papel principal los géneros Clostridium coccoide-
Eubacterium rectale, Bacteroides, Bifidobacterium, asociados
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Figura 4 - Patrén de consumo frecuente de los grupos de
alimentos, en cada grupo de sujetos.

con los altos niveles de triglicéridos, glucosa y HbAlc en
Diabéticos, y con el incremento de la insulina en sangre
en Obesos. Un segundo nodo (H1:2) de menor peso estuvo
relacionado con el criterio “Saludable”, en el que el género
Prevotella contribuy6 significativamente al mantenimiento de
los niveles normales de colesterol-LDL y colesterol total, para
los tres grupos de sujetos y, probablemente, de los valores
normales de triglicéridos para Obesos. En este segundo nodo,
Lactobacillus podria tener un papel secundario regulador. El
sistema mostré un error relativo global de 0,951. Al respecto,
Qin y col.® se refirieron a la presencia de cuatro marcadores
principales en diabetes mellitus tipo 2 (Bacteroides, Prevotella y
Bifidobacterium), incluyendo Ruminococcus de la clase Clostridia.

En el modelo perceptron propuesto en este trabajo se
detecté un sesgo asociado con la variable triglicéridos,
probablemente, por lo referido por Brenner y Heiss', en cuanto
a que existe una extraordinaria variabilidad intraindividual
en los niveles de triglicéridos en ayunas, lo cual casi siempre
conduce a sesgos en los estudios epidemiolégicos.

La segunda valoracién nutricional (variante 2) consistié en
determinar el aporte cualitativo de los alimentos clasificados
en grupos especificos (FOS, XOS, IMOS, etc.), de acuerdo al tipo
de carbohidratos, proteinas, grasas o procedencia (animal,
vegetal).

El andlisis de contingencia entre los grupos de sujetos
(en cuanto al no consumo, consumo ocasional y consumo
frecuente) no mostré diferencias entre individuos dentro
del mismo grupo de estudio (andlisis y?, con valores de
p superiores a 0,3 en todos los casos). Se observé que la
incorporacién de MOS y de grasas poliinsaturadas (x> = 0,021;
0,021) depende de la prioridad de los sujetos para incluirlos
en la dieta habitual.

El consumo frecuente expresado en porcentaje de
consumidores se representa en la fig. 4. El patrén alimentario
del grupo Control estuvo caracterizado por un alto consumo de
carne blanca (82,4%), grasas monoinsaturadas contenidas en
aceituna y aceite de oliva (88,2%), alimentos ricos en galacto-,
manano- y fructooligosacaridos (76-88%), mientras que el
consumo de pescado fue menor (12-23%) que el de carne roja
(35,3%), a pesar de que es una poblacién procedente de islas.
Los sujetos sanos consumian frecuentemente cebolla, ajo,
tomate, banana, manzana, legumbres, patata y otras frutas
(95-100% de los sujetos), huevo (100%), yogur y derivados

lacteos (95-100%), jamén (70%), pavo (90%), nueces y semillas
(45-50%), pimiento rojo y verde (60%) y productos fermentados,
incluyendo el vino (55%); mientras que se observé un nulo
consumo de productos derivados de IMOS (relacionados con
bolleria industrial, mermeladas y confituras).

En cambio, Obesos mostr6 un numero menor de
consumidores de alimentos tipo FOS, GOS, MOS y grasas
poliinsaturadas, con mayor consumo frecuente de carne
blanca, pescadoblanco, azuly grasa de origen animal. Mientras
que el consumo de FOS, GOS, grasas monoinsaturadas y carne
blanca en Diabéticos fue similar a Control; pero menor en
cuanto a carne roja, XOS y MOS (fig. 4).

Por ultimo, se realizé un andlisis multicomponente,
teniendo en cuenta la proporcién de consumo habitual de
cada producto (por grupo de alimentos) para cada sujeto
y el contenido de bacterias. Los resultados mostraron un
efecto dominante (16,9% de varianza) del componente
variabilidad bacteriana, representado por Clostridium coccoides-
Eubacterium rectal, Bacteroides, Lactobacillus, Bifidobacterium
(r = 0,727 a 0,877); un segundo componente en orden de
importancia (13,9% de varianza), relacionado con las fuentes
prebidticos y probiéticos (FOS, MOS, grasas poliinsaturadas y
monoinsaturadas), con un elemento adicional relacionado
con el efecto negativo observado en cuanto al consumo de
GOS (r = -0.597). El tercer componente fue la fuente animal
(10,8% de varianza), el cual incluyé cane roja (r = 0,694), grasa
animal (r = 0,688), carne blanca (r = 0,59) e IMOS (r = 0,588). E1
aporte de los grupos de consumo en la variacién del contenido
bacteriano se representa en la tabla 4.

Discusién

Un considerable nimero de trabajos avalan la relacién entre
la microbiota intestinal y el estado saludable, el desarrollo
de la obesidad, enfermedades cardiovasculares y sindromes
metabdlicos como la diabetes tipo 2 en modelos animales
y en humanos>®. Recientemente, dos trabajos importantes
relacionados con la caracterizaciéon del perfil microbiano y
el patrén cuantitativo de ingesta en sujetos procedentes de
la regién norte de Espafa (Asturias) se han publicado, con
criterios y procedimientos similares a los desarrollados en el
presente trabajo en afladidura; en este se propone un analisis
cualitativo de los términos nutricionales. Los resultados
obtenidos por estos autores demostraron que pueden existir
diferencias en el propio grupo de sujetos clinicamente sanos.
Aun cuando la ingesta nutricional fue similar en sujetos
sanos, existieron divergencias en la asociacién de la ingesta
de nutrientes con el patréon de microbiota. Los principales
marcadores bacterianos relacionados con alteraciones
en los lipidos (acidos grasos libres) fueron Akkermansia y
Lactobacillus, para esta poblacién sana asturiana®®. En nuestro
estudio, no se detectaron diferencias en el patrén de ingesta
de los alimentos dentro del mismo grupo Control; no obstante,
la mitad de los sujetos debe mejorar su estilo de nutricién
(segun andlisis de IAS).

El establecimiento de la via general de interaccién entre las
bacterias intestinales y el huésped es un reto. En unos casos,
el contenido y diversidad de las bacterias pueden ser una
causa; pero, en otros casos, el efecto. El patrén puede variar
de acuerdo con factores demograficos, habitos de consumo
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o factores genéticos caracteristicos de la poblacién de
estudio. Por esta razén es importante el aporte constante a la
informacién epidemioldgica, si se tiene en cuenta que cada dia
se avanzaen el diagnéstico y seguimiento de las enfermedades
asociadas con las variaciones bacterianas. La actualizacién
permitird el disefio de tratamientos personalizados y métodos
diagnéstico rapidos complementarios a los de referencia.

Nuestros resultados confirman que el patrén cualitativo
de ingesta estd asociado con las variables bioquimicas en
diferentes niveles de relacién, interconectando el sistema
a través de la posible sefalizacién de la insulina y la
implicacién de los géneros Clostridium coccoide-Eubacterium
rectale, Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus y Prevotella
como principales reguladores de las variables sanguineas. No
obstante, Roseburia y C.leptum podrian ser puntos de regulacién
filogenéticos, aunque no hayan mostrado asociacién con las
variables sanguineas, lo cual explicaria su asociacién a las
variaciones en el patrén de ingesta de algunos alimentos y
la marcada relacién con el resto de los géneros en Diabéticos.

Estos puntos de regulacién estdn relacionados con
moléculas y enzimas inductoras que se exponen a través
de vesiculas de membrana externas naturales por algunas
especies bacterianas y regulan los niveles de otras®. La
presencia de un género u otro de bacterias estd también
regulada por las llamadas moléculas inductoras presentes
en los alimentos (ejemplo, la glucosa regula la densidad del
género Prevotella en rumen)®. Estos mecanismos son los
llamados sistemas de senalizacién quimica entre reinos
que mantienen el ecosistema adecuado para la colaboracién
mutualista con el huésped.

Es necesario destacar en este trabajo el papel de dos
géneros: Prevotella como uno de los posibles agentes
reguladores o regulables a través del consumo de FOS y FOS/
IMOS en sujetos sanos y por el consumo de pescado azul en
Diabéticos, los niveles de los géneros identificados dentro del
criterio “Enfermedad” (fig. 3, tabla 3), y por el género Roseburia
en Diabéticos. Prevotella ha sido asociado con la pérdida de
peso en nifos africanos alimentados con productos vegetales,
en cuyas heces se encontraron niveles significativos de este
género y genes caracteristicos de las vias de hidrélisis de
celulosa y xilano; totalmente ausentes en nifos europeos
alimentados mayoritariamente al estilo “Western”?. Prevotella
tiene un repertorio funcional que permite incrementar la
capacidad de la microbiota para fermentar polisacaridos
complejos procedentes de la dieta y protege contra la
intolerancia a la glucosa inducida por Bacteroides 222,

El género Bifidobacterium resulté ser el conector entre
ingesta, variables sanguineas y contenido de microbiota
intestinal en el grupo Control, lo cual esta en correspondencia
con el papel que se le confiere en la regulacién de la
homeostasis de glucosa, reduccién de la ganancia de peso
y masa corporal, y en el restablecimiento de la secrecién
de insulina mediada por glucosa, en modelos de ratones
alimentados con FOS y dietas ricas en grasas®.

Los grupos Control y Diabéticos presentaron similares
patrones de valoracién en cuanto a calidad de su nutricién:
ambos deben mejorar sus estilos de consumo, sobre todo
en aquellos sujetos que no consumen pescado, productos
fermentados (MOS), alimentos tipo FOS/IMOS (trigo, centeno
y avena) tan importantes para el incremento de Prevotella y
en cuanto a la ingesta de frutas (XOS, GOS/X0S). Igual sucede
con los sujetos obesos con bajo consumo de estos alimentos y

para los que sélo el 8% persigue un patrén saludable.

Este trabajo no pretende establecer un nucleo definitivo
de bacterias intestinales, teniendo en cuenta que pudiese
cuestionarse que el nuimero de muestras no resulta ser
suficiente para representar una poblacién aproximada de
30.944 habitantes (Inca). Sin embargo, uno de los propésitos
de este estudio es dotar de las herramientas sencillas
complementarias al trabajo del nutricionista, para el disefio
de posibles dietas personalizadas, seguimiento y reajuste en
los tratamientos que forman parte de ensayos clinicos.

La utilizacién de la tecnologia de PCR podria considerarse
relativamente barata y rapida al no requerir de una
infraestructura de analisis informatizado compleja. El analisis
de una muestra podria tener un costo aproximado de 1,54 €/
muestra (una vez se amortice la estandarizacién), mientras
que la utilizacién de la metagendémica supone un costo
aproximado de 58 €/muestra (datos obtenidos por los autores
en estudios de microbiota en enfermedades inflamatorias).

Conclusién

La variabilidad en el consumo de alimentos estuvo
relacionada con cinco marcadores bacterianos principales
que contribuyeron a la mayor variabilidad de marcadores
bioquimicos entre grupos de sujetos: Clostridium coccoide-
Eubacterium rectale, Bacteroides, Bifidobacterium, Prevotella y
Lactobacillus, en una poblacién de Mallorca (Espaina).
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