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ABREVIATURAS
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Lecturas quiméricas: Son lecturas artificiales formadas por dos 0 mas secuencias

que provienen de organismos distintos.



RESUMEN

Durante los primeros dias de vida los bebés estan expuestos continuamente a
una miriada de microorganismos en el medio ambiente y la composicion de éstos
cambia constantemente hasta alcanzar una estructura estable en el adulto. En base a
la evidencia previa sobre el papel que tiene el tipo de parto y la lactancia materna en
la estructura de la microbiota intestinal, se estudia la dinamica de la colonizacion y los
cambios en la estructura de la microbiota intestinal de los nifios desde el nacimiento
hasta los 24 meses de edad en una comunidad rural, Xoxocotla, en el estado de
Morelos, México. Este es un estudio longitudinal realizado de septiembre de 2010 a
enero de 2012 y los datos analizados provienen de las muestras de heces de 10
binomios madre-hijo. Los resultados no muestran diferencias significativas entre la
microbiota de los bebés nacidos por cesarea y los nacidos por via vaginal al cabo de
los 24 meses, las diferencias se mostraron a los primeros meses de vida, las cuales
con el tiempo se diluyen. Esto puede deberse en cierta medida a factores sociales y
culturales asociados a las costumbres y condiciones particulares del modo de vida de
los habitantes de la comunidad. La diversidad bacteriana aumenta con la edad y los
taxa mas representados al inicio del estudio, como es el caso del género
Bifidobacterium, disminuyen para dar lugar a la llegada y establecimiento de otras
bacterias. Observamos también que no se alcanza una estructura estable al término

de los 2 afos del estudio, como algunos trabajos lo reportan.



ABSTRACT

During the first days of life, infants are continuously exposed to a myriad of
microorganisms in the environment, and the composition of the microbiota constantly
changes until it reaches a stable structure in adulthood. Based on previous evidence,
on the role or possible impact that the type of delivery and maternal breast feeding has
on the structure of the intestinal microbiota, we study the dynamics of colonization and
changes of the structure of the intestinal microbiota of children from birth up to 24
months of age from a rural community, Xoxocotla, in the state of Morelos, in Mexico.
The analyzed data come from stool samples of 10 mother-infant binomials from a
longitudinal follow-up study conducted from September 2010 to January 2012. Results
show that there are not significant differences between the microbiota from babies born
by caesarean section and those born vaginally at the end of 24 months, the differences
are notorious mainly at the first months of life but these disappear later. This may be
explained to some extent by social and cultural issues associated to particular customs
and life conditions in the community. Bacterial diversity gradually increases with age
and the most prevalent taxa at initial stages of the study, as it is the case of
Bifidobacterium, diminished to leave opportunities for the arrival and establishment of
other bacteria. Also, we observed that a stable structure is not achieved along the two

years of the study as it is shown by some studies.



INTRODUCCION

El estudio de la microbiota en los seres humanos ha adquirido una notable
atencion en los ultimos anos (Lloyd-Price et al., 2016). Esto debido a los avances
recientes en los métodos moleculares usados para dilucidar las complejas
comunidades de microorganismos que habitan en diferentes sitios de la mucosa y piel
de los seres humanos, asi como en modelos animales (Cho et al., 2012; Guarner et
al., 2003). En los seres humanos, la microbiota intestinal es una de las comunidades
microbianas con la mayor abundancia y diversidad de microorganismos presentes
(Human Microbiome Project Consortium, 2012; Li et al., 2012), y se considera como
otro "érgano" con funciones e implicaciones importantes para la salud y la enfermedad.
Este 6rgano tiene un papel central en el aprovechamiento de la energia proveniente
de la dieta, en la produccion de nutrientes esenciales, en el desarrollo y maduracion
del sistema inmunoldgico o en la proteccion contra patégenos (Cho et al., 2012; Kau
et al., 2011). El desequilibrio de este ecosistema o disbiosis se ha relacionado con el
desarrollo de enfermedades graves como la diabetes, la enfermedad inflamatoria
intestinal o la enterocolitis necrosante en bebés prematuros (Coggins et al., 2015;
Oswiecimska et al., 2017; Romano-Keeler et al., 2012; Yu and Qin, 2013). Algunas
evidencias sugieren que la microbiota intestinal y gastrica tienen un posible papel en
el desarrollo del cancer gastrico (Cao and Yu, 2015), o incluso de forma cada vez mas
reconocida, en los trastornos neuroldgicos y conductuales tales como el autismo y la
depresiéon (Mangiola et al., 2016; Reddy and Saier, 2015). Esto ultimo, a través de la

relacion microbiota-intestino-cerebro, la cual es modulada por rutas de sefalizacion
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metabdlica, neuronal, enddcrina e inmunoldgica (Bauer et al., 2016; Fung et al., 2017;
Kelly et al., 2015; Mayer et al., 2015).

Trabajos recientes sefalan que los bebés probablemente estan expuestos a las
comunidades microbianas desde antes del nacimiento, posiblemente siendo
colonizados en el utero por la microbiota de la placenta y del liquido amni6tico
(Aagaard et al., 2014; Collado et al., 2016). Después del parto, los bebés entran en
contacto con microorganismos que provienen principalmente de sus propias madres
(Dethlefsen et al., 2006; Palmer et al., 2007). La composicion de la microbiota en los
nifos de tres afos de edad es extraordinariamente variable debido a diversos factores
ambientales y a circunstancias inherentes al crecimiento y desarrollo de los nifios
durante los primeros afnos de vida. El estilo de vida moderno y los elementos culturales
de los paises desarrollados, asi como de las comunidades subdesarrolladas,
probablemente también son factores que dirigen los cambios en la composicion de la
microbiota (Blaser and Falkow, 2009). La mayor parte del conocimiento sobre el papel
de estos factores, que estan asociados al reciente aumento de muchas enfermedades
y de la disbiosis intestinal, se ha realizado en individuos caucasicos o anglosajones
(Lloyd-Price et al., 2016).

Las técnicas independientes de cultivo como son los métodos de secuenciacion
masiva de nueva generacion (NGS) han cambiado drasticamente el estudio de la
microbiota y abren la posibilidad de analizar las complejas comunidades microbianas
(Hiergeist et al., 2015; Lau et al., 2016). Estos métodos moleculares basados en los
acidos nucleicos, alternativos a los métodos basados en cultivo, estan ya muy bien
establecidos para el estudio de la microbiota. La metagenémica, en donde se analiza

el DNA total del ambiente, y la secuenciacion NGS de los genes rRNA ribosomales
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16S y 18S, son aproximaciones de eleccion muy informativas y ampliamente utilizadas
para este tipo de estudios del microbioma. En particular, los estudios basados en la
secuenciacion del gen del RNA ribosomal 16S, son mas asequibles para la mayoria
de los laboratorios de investigacion en los paises en desarrollo.

Una serie de factores que pueden influir en la dinamica de colonizacion y
establecimiento de la microbiota intestinal en los nifos es la exposicion prenatal a
algunas bacterias como Mycoplasma y Ureaplasma, que infectan el liquido amniético
y estan asociadas con enfermedades infecciosas tales como la corioamnionitis y con
el parto prematuro, o la infeccion por Clostridium que esta asociada a la enterocolitis
necrosante (Coggins et al., 2015; Hosny et al.,, 2017). De hecho, las infecciones
vaginales pueden predisponer a los bebés al parto prematuro (Hillier et al., 1995). A
pesar de que la translocacion de bacterias del intestino a la sangre u a otros érganos
ha sido establecida, al igual que la presencia de bacterias en el liquido amnidtico y en
la placenta, su importancia en el desarrollo del microbioma intestinal en el humano no

ha sido claramente documentada.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente estudio es caracterizar la microbiota intestinal en nifios
mexicanos y analizar la dinamica de la colonizacion en un estudio longitudinal desde
el nacimiento hasta los 24 meses de edad, contrastando la microbiota intestinal de los
nifios nacidos por cesarea versus parto. Seleccionamos el método de secuenciacion
del gen ribosomal 16S rRNA, que es el gen marcador estandar empleado actualmente
para el analisis de comunidades microbianas mediante la secuenciacion masiva

usando la plataforma MiSeq.



1.

OBJETIVOS PARTICULARES

Construir una cohorte de binomios madre-hijo a partir del nacimiento y hasta los
24 meses de edad en la comunidad rural de Xoxocotla Morelos, a fin de dar
seguimiento de los infantes a través del estudio de muestras fecales
consecutivas.

Obtener informacion antropométrica del nifio (peso y talla) y tipo de alimentacién
de los bebés (leche materna o férmula), incluyendo el registro de los eventos
patoldégicos del nifio desarrollados durante el seguimiento haciendo énfasis en
procesos infecciosos gastrointestinales y del uso de antibidticos durante los
primeros dos anos.

Tomando en cuenta criterios de inclusion y exclusién seleccionar una muestra
de 10 binomios madre-hijo de quienes se obtendran muestras de heces para la
extraccion de DNA que se analizara mediante la secuenciacién masiva del gen
16S rRNA ribosomal.

Realizar el analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas y analizar las
diferencias entre los individuos mediante pruebas estadisticas para determinar
su significancia. Los resultados obtenidos del analisis de las secuencias se
compararan entre el grupo de nifios nacidos por parto vaginal versus los

resultados obtenidos en los nifios nacidos por cesarea.



ANTECEDENTES

Uno de los factores que parece influir en el desarrollo y establecimiento de la
microbiota en los infantes es el tipo de alumbramiento. En los ultimos afios, por
ejemplo, la practica de la cesarea se ha incrementado en las comunidades, en
particular debido a la alta frecuencia de embarazos en adolescentes y en nifios. En
México la frecuencia de cesarea versus parto es de 37.8% en el 2006 (Villar et al.,
2006) (Gibbons et.al, 2010) y de 46.9% en el 2012 (Heredia-Pi et al., 2014). En
comparacion con el 26% de los nifilos nacidos en Canada o con el 13.5% en los paises
bajos (Gibbons et.al, 2010). En el presente estudio la frecuencia de cesarea es de
cerca del 50%, lo que se considera una sobre indicacion de dicho procedimiento en
comparacion con lo observado en otros servicios institucionales obstétricos en las
areas urbanas de México. La Organizacion Mundial de la Salud en su reporte 2010
sobre el costo y magnitud de la practica de la cesarea en 137 paises, recomienda que
ésta sea entre el 10% y el 15% de los nacimientos. México se ubica en el cuarto lugar
de los paises con el mayor numero de cesareas no necesarias (solo por debajo de
China, Brasil y Estados Unidos), estimando un costo extra por esta practica en México
de 122 millones de dolares (World Health Organization Human Reproduction
Programme, 10 April 2015) (Gibbons et.al, 2010).

Existe evidencia de que la microbiota temprana en el ser humano esta influida
por el tipo de nacimiento. Las poblaciones bacterianas del intestino en los lactantes
nacidos por via vaginal aparentemente son homogéneas dentro del grupo y contrastan
con las poblaciones bacterianas que desarrollan los nifios nacidos por via quirurgica.

Los datos de la secuenciacion del gen 16S rRNA ribosomal realizado después del
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nacimiento demuestran que la microbiota intestinal en el recién nacido es muy similar
a la de la microbiota vaginal o de la piel de la madre, por el contrario, las poblaciones
bacterianas que encontramos en los nifios nacidos por cesarea pueden diferir de la
microbiota vaginal de las madres. Ademas, datos del analisis de muestras de heces
provenientes de nifios a las 72 horas después del nacimiento, utilizando la técnica de
gel de electroforesis en gradiente de temperatura temporal y gradiente
desnaturalizante en poblaciones bacterianas (TTGE y DGGE, por sus siglas en inglés)
muestran diferencias significativas en la composicion del intestino de los bebés
nacidos por cesarea versus los nacidos por via vaginal (Biasucci et al., 2010).
Bifidobacterium y Bacteroides son los géneros encontrados con menor frecuencia en
nifos nacidos por cesareas (Adlerberth et al., 2006; Gronlund et al.,, 1999), en
comparacion con los niflos nacidos por via vaginal. También, la microbiota intestinal
de los infantes nacidos por cesarea es claramente menos diversa a los 24 meses
después del nacimiento (Jakobsson et al., 2014). Los autores de dichos estudios
mencionan que esta disminucién en la diversidad bacteriana es consecuencia de una
colonizacion tardia por Bacteroidetes. Algunos de los nifios nacidos por cesarea no
muestran evidencia de colonizacion de Bacteroidetes sino hasta el afio de edad. Sin
embargo, estas diferencias no son evidentes en nifios prematuros, estos nifos
muestran mayor prevalencia de Clostridium difficile y especies de Staphylococcus
(Aujoulat et al., 2014).

Se ha mostrado en diversos estudios que el parto por cesarea da lugar al
desarrollo de una serie de trastornos inmunolégicos (Bager et al., 2008; Papathoma et
al., 2016; Sanchez-Valverde et al., 2009), como la enfermedad del intestino irritable

(IBD), en los primeros 14 afios de edad con independencia de una historia familiar de
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IBD. Sin embargo, en otros estudios recientes no se encontré que el tipo de nacimiento
sea un factor de riesgo para la enfermedad de IBD (Bernstein et al., 2016; Li et al.,
2014). Los niflos que nacen por cesarea se les asocia consistentemente la condiciéon
de adiposidad infantil, observada a las 6 semanas de edad, lo cual es mas intenso si
la madre es obesa (Dogra et al., 2015). Estos nifos son 1.83 veces mas propensos a
tener sobrepeso u obesidad. La explicacion mas aceptada de esta asociacion de la
enfermedad es la disbiosis de la microbiota intestinal. Sin embargo, se necesita mas

investigacién para tener un soporte adecuado de estas hipotesis interesantes.
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METODOLOGIA

Disefo del estudio y caracteristicas de la cohorte de Xoxocotla

Se construyd una cohorte de binomios madre-hijo en la comunidad de
Xoxocotla, estado de Morelos a 130 km al sur de la Ciudad de México. Xoxocotla tiene
21,074 habitantes y el 56% son jefas de hogar o inmigrantes que trabajan en los
EE.UU. La mayoria de ellos reciben atencién médica basica en dos centros de salud
locales pertenecientes a la Secretaria de Salud y cuando se necesita atencion
hospitalaria los niflos son remitidos a un hospital de segundo nivel en Jojutla, un
poblado a 30 km al este de Xoxocotla. El poblado de Xoxocotla tiene caracteristicas
sociodemograficas que definen a una poblacion rural marginada, como son una baja
densidad de habitantes, viviendas con pisos de tierra, cocinas de lefia, una marcada
pobreza y rezago social con un limitado desarrollo en infraestructura municipal y de
servicios de salud (Informe Anual sobre la Situacion de Pobreza y Rezago Social 2010,
CONEVAL, www.gob.mx). Ademas, presenta una gran superficie de suelo salitroso
con poca vegetacion y disponibilidad de agua. Estas caracteristicas forman parte de
los motivos para desarrollar el trabajo mostrado, con el antecedente en estudios
previos, de alta frecuencia de parasitosis intestinales en la poblacion. Los parasitos
intestinales son la segunda causa de enfermedad en la comunidad (Anuario de
Morbilidad: http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/). El estudio es longitudinal,
prospectivo y la estrategia para incorporar a la poblacién fue invitando a las mujeres
que llegaban en el ultimo trimestre de su embarazo a la Clinica del Embarazo del

Centro de Salud como parte de su control rutinario. Estas eran invitadas a participar
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una vez que se les daba una presentacién del protocolo de investigacion, en el cual se
les explicaban los procedimientos de muestreo para la madre y el nifio, asi como el
caracter voluntario de la participacion. Todos los procedimientos de laboratorio,
estudios clinicos y terapéuticos necesarios en caso de enfermedad eran gratuitos
durante su permanencia en el protocolo. Las mujeres embarazadas iban conformando
la cohorte justo antes del parto después de firmar voluntariamente una carta de
consentimiento informado. Para la realizacion de este estudio se tiene la aprobacion
del comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma
de México y de la Secretaria de Salud del Estado de Morelos.

Criterios de inclusion para las madres. Mujer en el ultimo trimestre del
embarazo de tipo normal, con residencia estable en la comunidad, servicios de salud
cubiertos por el Seguro Popular y tener un seguimiento completo dentro del Programa
de Control de Embarazo del Servicio de Salud del estado de Morelos.

Criterios de exclusidon para las madres. Las madres con enfermedades
cronicas y degenerativas como la hipertension y la diabetes mellitus tipo 2. Embarazo
de alto riesgo y/o previo embarazo de alto riesgo y la presencia de signos y sintomas
de preeclampsia.

Criterios de inclusién para los ninos. Recién nacidos a término de madres
sanas, peso mayor a 1.5 kg al nacer independientemente del tipo de alumbramiento,
cesarea o parto normal por via vaginal.

Criterios de exclusién para los nifos. Malformaciones congénitas del
corazén o enfermedades, bajo peso al nacer y bebés prematuros.

Se elabord un cuestionario socioecondémico y demografico a partir del cual se

obtuvieron variables relacionadas con las caracteristicas del hogar y de la
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disponibilidad de la infraestructura sanitaria. También se investigaron indicadores de
habitos de higiene y los antecedentes patoldgicos y no patologicos de los miembros
de la familia. Estas variables se registran en una base de datos para su posterior
analisis estadistico. Después del nacimiento, los bebés fueron visitados semanalmente
para tener el registro del estado de salud, la dieta, el uso de antibidticos y capturar los
datos antropométricos, asi como la toma de muestras de heces.

Categorias del IMC. El indice de masa corporal (IMC) para la edad de los nifios
y nifias se calculd utilizando la férmula estandar, que se define como la masa corporal
(kg) dividida por el cuadrado de la longitud del cuerpo o altura (cm). Las categorias de
“bajo peso”, “peso sano”, “sobrepeso” y “obesidad” se definen en base a los estandares
establecidos por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) utilizando Z-scores y los
valores de los percentiles de las tablas ampliadas de crecimiento diario de referencia
y se codificaron como variables usando los numeros 0, 1, 2, 3, respectivamente, para
cada una de las muestras. Z;.,,o = (IMC — M) <+ SD;yc donde SD;yc = M * S. Los
valores M y S provienen de estas tablas de referencia. EI IMC de los infantes se

compara con los percentiles de referencia P5, P85 y P95 siguiendo lo establecido por

la norma de la OMS, quedando las categorias asi definidas:

(0 Bajo peso BMI < P5
)1 Pesonormal P5 < BMI < P85
IMC Categoria ) 2 Sobrepeso P85 < BMI < P95
3 Obeso BMI > P95

Tipo de alimentacion. Se identifica si a los bebés se les alimenta con leche
materna o formula, la edad a la que inician la formula u otro alimento diferente a la
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leche, y la edad en la que dejan de tomar leche materna, a fin de ubicar el periodo de
ablactacion en los bebés. Las categorias asi definidas sobre la alimentacion son tres:
alimentaciéon sélo por leche materna (pecho), leche materna complementada con
férmula u otro tipo de alimento (combinado) y alimentacion en la que ya no se incluye

la leche materna (periodo posterior a la ablactacion).

Obtencion y procesamiento del DNA para la secuenciacion del 16S

Se seleccionaron 10 binomios tomados de la cohorte Xoxocotla para realizar el
analisis de la diversidad bacteriana, obteniendo un total de 80 muestras de heces de
los infantes en intervalos establecidos de 2, 6, 9, 12, 15, 18, 22 y 24 meses de edad.
Para la seleccion de los binomios se consideré tomar 5 muestras de heces de los
infantes nacidos por cesarea y 5 por parto normal via vaginal, incluyendo nifios y ninas
en proporciones equilibradas de cada grupo. Se procuré que todas las muestras
elegidas cubran todos los intervalos de meses previamente definidos. Al total de las
muestras de los bebés se le sumo6 una muestra de heces de la madre antes del parto,
obteniendo asi un total de 90 muestras de heces de binomios madre-hijo. La
secuenciacion del DNA proveniente de dichas muestras se hizo con la tecnologia de
secuenciacion masiva NGS de lllumina MiSeq. Las muestras de heces de los infantes
se tomaron con un hisopo a partir del pafal y se almacenaron en hielo a 4 °C para ser
transportadas a la Ciudad de México, en donde se mantuvieron en el laboratorio a -20
°C previo a la extraccion del DNA. Posteriormente, se realizé la preparacion de las
bibliotecas de secuenciacion usando los kits comerciales para el equipo MiSeq de
lllumina, que amplifican las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S, las cuales

son utilizadas en este tipo de estudios (Klindworth et al., 2013). Las bibliotecas fueron
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cuantificadas, normalizadas e indexadas con diferentes codigos de barras (indices)
siguiendo el procedimiento estandarizado para su posterior identificacién y analisis

bioinformatico.

Procesamiento de las secuencias y definicion de las OTUs

El analisis primario de los datos, en particular la union de las lecturas pareadas,
eliminacién de los adaptadores usados para la preparacion de las bibliotecas de
secuenciacion y la demultiplexacion, se realizaron utilizando las herramientas del
software QIIME (Caporaso et al., 2010; Navas-Molina et al., 2013). El analisis primario
que consistio en el filtrado por calidad y el analisis secundario de los datos referente a
la construcciéon de las Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs), la asignacion
taxondmica y el analisis de diversidad de los taxa, se hizo con el software MICCA
(Albanese et al., 2015). Las pruebas estadisticas se realizaron con los paquetes de R
(Bioconductor), Phyloseq y Vegan (Dixon and Philip, 2003; Huber et al., 2015;
McMurdie and Susan, 2013). Primero, las lecturas pareadas se unieron para formar
lecturas de mayor tamario utilizando fastg-join (Aronesty and Erik, 2013), herramienta
implementada en QIIME, luego se hace la demultiplexacion considerando un error
maximo en el codigo de barras de 4 nucleétidos (la construccion de la biblioteca se
hizo con codigos de barras, secuencias, de 12 pb) permitiendo una calidad minima de
Q20. Posteriormente, las lecturas fueron separadas por muestra; obteniendo un
archivo FASTQ diferente por cada muestra con el fin de incorporarlos al pipeline de
MICCA. Usando el software MICCA se unieron los distintos archivos FASTQ
correspondientes a cada muestra y se aplicé otro filtro por calidad (basado en los

datos) utilizando una tasa de error esperado maximo permitido (EE) de 0.5% y una
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longitud minima de 252 pb (opciones -e 0.5 m 252). Se usa FastQC (Laboratorio de
Babraham http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) para identificar y evaluar los
posibles errores en las lecturas. La construccion de las OTUs se definid a partir de un
97% de identidad de las secuencias, utilizando la opcion por referencia abierta (open
reference) y de novo voraz (greedy de novo) los cuales son algoritmos basados en
distancias, en este paso también se eliminan las secuencias quiméricas. Se utilizé la
base de datos Greengenes gg 2013 05 (DeSantis et al., 2006) para hacer la
asignacion taxonémica de las OTUs y el algoritmo NAST para la alineacién de las
secuencias. Se utilizé el método FastTree (Price et al., 2010) para la construccion del
arbol filogenético que se utiliza en pasos posteriores para los analisis de diversidad, a
continuacion se hace la asignacion taxonémica para lo cual se emplea el software
clasificador propio de la base de datos ribosomal RDP (Wang et al., 2007) incluido en

MICCA (para mayor detalle consultar el Anexo 2).

Analisis de diversidad y pruebas estadisticas

Se hace una exploracién de la distribucion de la profundidad de secuenciacién
por muestra, para determinar aquellas que deben descartarse del analisis de
rarefaccion dada su baja profundidad; en este tipo de analisis se recomienda eliminar
las muestras que presentan muy pocas lecturas. Se siguen dos analisis, uno global
incluyendo las muestras de las madres e hijos y otro incorporando exclusivamente a
los infantes, de tal forma que permita comparar la diversidad bacteriana presente en
las muestras provenientes de los nifilos nacidos por parto vs cesarea. Para el analisis
global se utiliza QIIME y para el analisis solo de infantes se utilizé MICCA. Esto se hizo

asi por conveniencia, dada la facilidad de sus herramientas para manipular los datos
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y hacer las graficas de la composicion microbiana. Aplicamos un punto de corte minimo
de 34,893 secuencias por muestra para el analisis global de la diversidad, usando
distancias filogenéticas (Faith, 1992). Las curvas de rarefaccién se construyeron
utilizando dicha profundidad de secuenciacion y las abundancias de los taxa. Para este
estudio se consideran los siguientes metadatos: el tipo de muestra (si es madre o hijo),
el tipo de alumbramiento, el binomio, el intervalo de edad, la categoria del IMC y la
alimentacién (anexo 1). Los datos del analisis de coordenadas principales (PCoA) se
visualizaron utilizando el software Emperor (Vazquez-Baeza et al., 2013). Para ilustrar
la distribucién filogenética y abundancias de los taxa se us6 GraPhlAn (Asnicar et al.,
2015). Se realizaron pruebas estadisticas multivariadas (Adonis, ANOSIM) para
evaluar la significancia estadistica de las diferencias en la diversidad observada entre

los infantes nacidos por cesarea versus parto.
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RESULTADOS

Poblacion de Xoxocotla y caracteristicas de la cohorte

La cohorte de Xoxocotla consistio de un total de 120 participantes, de los cuales
después de hacer una evaluacion de qué tan completo resultd el registro y los datos
obtenidos de cada binomio madre-hijo, este total se redujo a una poblacion de estudio
de 57 binomios. Se muestra el mapa de Xoxocotla en donde se aprecia que la
poblacién de infantes en general presenta un IMC normal, ligeramente por arriba de la

media (figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geografica de Xoxocotla (naranja), una comunidad rural ubicada
en el municipio de Puente de Ixtla en el estado de Morelos. A la derecha se observa la
distribucién del IMC de los infantes de la cohorte en términos del Z-score.

Se observa también que los nifios en general tienen mayor peso y talla que las
nifas, diferencias naturales acorde con el género (figura 2 y 3). Aunque observamos
una ligera tendencia hacia los percentiles caracteristicos que definen el sobrepeso,

particularmente en los nifios, en el caso de las nifias, en ocasiones observamos una
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tendencia hacia los percentiles que definen el bajo peso (figura 3). Practicamente todos

los infantes mostraron un crecimiento normal a lo largo del estudio.

Ninos: Peso / Edad Peso / Talla IMC / Edad

Figura 2. Graficas de las medidas de peso para la edad, peso para la talla e indice de
masa corporal (IMC) de cada uno de los nifios y nifias, calculado por semana a lo largo
del estudio. Cada infante esta representado por un color diferente.
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Figura 3. IMC por semana de cada nifio y nifia al momento de la toma de heces, y a lo
largo de los dos afos de seguimiento. Los puntos corresponden con el muestreo de
heces, mostrando de acuerdo a los percentiles, la condicion de bajo peso, peso
normal, sobrepeso y obesidad del infante. Una mayoria se encuentra en peso normal
con ligeras diferencias entre nifios y nifas.
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Como ya se menciond, para explorar la estructura poblacional de la microbiota,
seleccionamos 10 binomios con muestreo completo y definimos 8 diferentes tiempos
(edades) para hacer el seguimiento de los infantes (figura 4). En los casos en los que
no fue posible obtener la muestra exactamente a la edad definida, se utilizé la muestra
de heces mas cercana que hubiera en el muestreo para ese nifio o nifia, procurando

obtener en lo posible al menos 8 tiempos por infante.

Infantes 2M 6M 9M 12M 15M 18M 22M  24M Meses
| | | | I I | I

HEO074 i@ @ ° o o @ F C-s
HEO70 e e ] ° ® ! @ F  Vag
HEO054 o o o ® o o ! M Vag
HEO047 : ® o o LR o—0—; M  Vag
HEO036 L ° L o s e M C-s
HE032 °: e o L4 *— ¢ M C-s
HEO030 '® ® ¢ '@ ® : i e F  Vag
HEO020 ® o Ld L g Ld e F Cs
HEO19 o o re @ *-—0- M  Vag
HEO006 . e o d ;0 F C-s

T T T T T
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Figura 4. Intervalos de tiempo establecidos para realizar el seguimiento de la
microbiota en las muestras de heces de los 10 infantes seleccionados. Se muestran
los intervalos o categorias de edad con lineas punteadas y en distinto color, sefialando
tipo de alumbramiento (cesarea o parto), género, seguimiento del infante y su edad en
dias. Existe ligera variacion en la edad a la que se obtiene la muestra dentro de cada
intervalo. Las categorias de edad son 2, 6, 9, 12, 15, 18, 22 y 24 meses, lo que
corresponde a 58, 174, 264, 361, 467 y 551 dias, respectivamente. F nifia, M nifo; C-
s cesarea, Vag nacimiento por via vaginal.

Analisis primario de los datos de la secuenciacion

Las lecturas pareadas una vez ensambladas resultaron en secuencias de
aproximadamente ~250 pb de longitud (SD = 15.2, minimo=150, ~50 pb de
solapamiento), y después del filtrado por calidad se obtuvo un total de 2,507,261

lecturas de muy buena calidad (97,84%) para ser analizadas (figura 5).
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Figura 5. Calidad de las secuencias obtenidas mediante secuenciacién masiva NGS
después de haber realizado el analisis primario de los datos. Se observa que la
mayoria de las bases secuenciadas caen por arriba de Q28 (region verde), esto
significa una muy buena calidad en los datos. En el eje Y estan los valores de calidad
(Q2 a Q40), y en el eje X se muestra la posicion (en nucledtidos) de todas las lecturas
pareadas ya ensambladas.

Construccion de las OTUs y asignacién taxonémica

Primero, se explord la distribucién de la profundidad de secuenciacién por
muestra. La profundidad de secuenciacion por muestra resulté variable, en promedio
se obtuvieron ~30,000 lecturas por muestra (figura 6). En el analisis con QIIME,
asignamos un valor limite de 33,342 lecturas para realizar el analisis de rarefaccion,
descartando un total de 8 muestras: 3 muestras que corresponden a las mamas, una

de las cuales solo recuperé 99 lecturas (E032) y otra (EO06) cuya microbiota resultd

totalmente atipica (no mostrado); y 5 muestras de los infantes, de las cuales so6lo dos
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muestras correspondieron a un mismo tiempo (6 meses). La muestra del infante con

mayor profundidad alcanzé las 0.2 millones de lecturas (HEO74 a los 12 meses).
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Figura 6. Distribucién de la profundidad de secuenciacion por muestra.

Utilizando el software MICCA (no mostrado) tampoco se observa una

distribucion homogénea de la cantidad de lecturas por muestra, lo cual era esperado.

La muestra del infante con la cantidad mas pobre de datos (HEO074 a los 6 meses)

presentd 6,090 lecturas, por lo que se definié ese valor limite de 6,090 lecturas para

realizar el analisis de la diversidad. Usando este valor se descartaron soélo dos

muestras de las madres, pero se incluyeron todos los infantes lo que permitié realizar

adecuadamente el analisis de comparacion entre la diversidad bacteriana de los

infantes nacidos por cesarea vs aquellos nacidos por via vaginal. La diferencia que

obtuvimos de la cantidad de lecturas recuperadas con respecto a los resultados con

QIIME, se debié a que en el pipeline de MICCA se realiza también la union de las

lecturas pareadas. Ambas estrategias son congruentes y consistentes, por ejemplo, la

muestra mas pobre es la E032, en este caso con 51 lecturas y la de mayor abundancia

de lecturas es la HE074 a los 12 meses, con 0.1 millones de lecturas. Las variaciones

en la profundidad de la secuenciacion por muestra, en ambos casos, pueden deberse
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a procedimientos técnicos aparentemente no controlables, inherentes al procedimiento
de amplificacion, preparacion de las bibliotecas o de la secuenciacion.

Utilizando MICCA (referencia abierta) se obtuvo un total de 8,285 OTUs, de las
cuales 1,268 (15.3%) son agrupaciones de novo. La construccion de las OTUs se hizo
a partir de una identidad del 97%. Un total de 1,082 OTUs son identificadas a nivel de
especie (13.1%) y 4,368 a nivel de género (52.7%). Es notorio que por encima de los
taxa de familia se recupero6 una proporcién sustancial de OTUs (89.0%) (figura 7). Esta
es la resolucion que obtuvimos usando el marcador del gen 16S especificamente con
nuestros datos. El uso de la region V3 y V4 del gen 16S permite explorar la diversidad
y composicion de las comunidades bacterianas a nivel de género o incluso a nivel de
especie. Sin embargo, se observa una proporcion de taxa a niveles taxonémicos
inferiores notoriamente baja (por ejemplo, a nivel de especie). Por lo tanto, en el
presente estudio no se esta considerando para el analisis de la diversidad, una
resolucién por debajo del nivel de especie. Sin embargo, debemos sefialar que es
posible obtener datos a tal resolucion, usando la tecnologia de secuenciacion (NGS

del 16S) en la plataforma MiSeq de lllumina.
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Figura 7. Asignacion de las OTUs a diferentes niveles taxonomicos. Un total de 8265
OTUs + 20 OTUs no clasificadas se identificaron mediante el algoritmo de referencia
abierta. Del total de las OTUs, a un nivel taxonémico especifico, se identificaron: 1082
a nivel de especie (13.1%), 4348 a nivel de género (52.5%), 7354 a nivel de familia
(88.8%), 8244 a nivel de orden (99.5%), 8263 a nivel de clase (99.7%) y 8265 a nivel
de Phylum (99.8%).

Taxa mas abundantes en los infantes nacidos por cesarea versus via vaginal

La abundancia de los taxa presentes en la microbiota intestinal de los infantes
muestra cambios graduales en sus proporciones a lo largo del estudio, lo cual es mas
evidente a nivel de los grandes grupos taxonémicos. Si se compara la dinamica de las
poblaciones bacterianas en el transcurso del tiempo, considerando a toda la poblacion
de infantes y madres, se observa un cambio gradual hacia la composicién que
caracteriza la estructura poblacional observada en el adulto que, sin embargo,

observamos que esta nunca se alcanza a los 2 afios de edad (figura 8).
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Figura 8. Evolucion de la dinamica de la composicion de bacterias a nivel de Phylum
(arriba) y géneros (abajo) a lo largo de los dos primeros afos de vida. En el grafico se
incluyen a las mamas Y14, Y19, Y21, Y24, Y30, Y35, las cuales estan ordenadas de
menor a mayor edad. M02, M06, M09, M12, M15, M18, M22 y M24 es la edad de los
infantes en meses. Abajo a la derecha se muestran las diferencias observadas por tipo
de alumbramiento (C-S, cesarea; Vag, parto via vaginal).

Los grupos predominantes en las primeras etapas de vida de los infantes son
las Actinobacteria y los Firmicutes, las primeras con un mayor predominio en los
infantes nacido por cesarea. Las Actinobacteria, practicamente estan ausentes en las
mamas (figura 8). En los infantes nacidos por parto la mayor abundancia esta dada
por los Firmicutes, el cual es un grupo que gradualmente va aumentando su
abundancia y se vuelve el grupo predominante en la etapa adulta. En las madres se

observa claramente que los Firmicutes conforman el grupo mas abundante de la
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microbiota intestinal y en segundo lugar estan los Bacteroidetes. Por otra parte, las
Proteobacteria son el tercer grupo mas importante en todos los infantes y su dinamica
de colonizacidon es inversamente proporcional a lo observado con el grupo de los
Bacteroidetes. Por ejemplo, observamos que la abundancia de las Proteobacteria en
las madres es marginal y en cambio los Bacteroidetes conforman el segundo grupo
mas importante de la microbiota intestinal del adulto (figura 8).

La composicidn a nivel de géneros al parecer es mucho mas variable y diversa,
observamos cambios drasticos en la abundancia de géneros particulares, tanto en los
infantes como en las madres (figura 8). La mayor diversidad es atribuida a los
Firmicutes, no asi debida a las Actinobacterias en donde el género Bifidobacterium es
dominante. Al hacer la comparacion entre los bebés nacidos por cesarea versus parto
no se observaron marcadas diferencias entre Bacteroidetes y Proteobacteria. Sin
embargo, al explorar con detalle la dinamica de colonizacién a los 2 y 6 meses de
edad, observamos que la abundancia de los Bacteroidetes es marginal, mas notorio
en los infantes nacidos por parto (figura 9). También, en este grupo de infantes
observamos que las Proteobacteria tienen una importante presencia en el primer afio
de vida, mientras que en el segundo afno su abundancia se ve disminuida (figura 9).
Por otra parte, las Actinobacteria son el grupo dominante en las muestras de infantes
nacidos por cesarea, y su abundancia va disminuyendo, pero no alcanza los niveles

tan bajos que observamos en los bebes nacidos por parto.
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Figura 9. Evolucion de la dinamica de la composicion de bacterias a nivel de Phylum
de los infantes considerando el tiempo de seguimiento desde los 2 hasta los 24 meses
de edad. Se comparan las abundancias relativas de los grupos nacidos por via
quirurgica vs parto normal.

Para identificar los géneros o especies mas abundantes y prevalentes en las
poblaciones se ordenaron, de mayor a menor abundancia, los taxa presentes en todas
las muestras del estudio en cada intervalo de tiempo. Se identificaron los primeros 20

taxa mas abundantes (top20) en cada categoria de edad (figura 10).
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Figura 10. Distribucién comparativa de las abundancias relativas de los taxa top20, a
diferentes tiempos después del nacimiento en los dos grupos de infantes estudiados.
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A pesar de que existe un predominio evidente de ciertos taxa particulares, la
microbiota es variable en el tiempo, por lo que no se mantienen siempre las mismas
proporciones de los grupos bacterianos durante el desarrollo del nifio. Al sumar los
top20 que observamos en cada uno de los intervalos de edad (figura 10), para el caso
de los infantes nacidos por cesarea, se obtiene un total de 77 OTUs diferentes. De
estas, los 10 taxa mas prevalentes (presentes en al menos 4 intervalos de tiempo) son
Bifidobacterium (presente en 8, 6 6 4 tiempos), Enterobacteriaceae (8), Streptococcus
(5), Bifidobacterium adolescentis (5), Bacteroides fragilis (5), Faecalibacterium
prausnitzii (4) y Coriobacteriaceae (4). Por otro lado, al sumar los top20 para el caso
de los infantes nacidos por via vaginal, se obtiene un total de 74 OTUs diferentes, de
las cuales los 10 taxa mas prevalentes corresponden con Streptococcus (8),
Bifidobacterium longum (8), Enterobacteriaceae (8), Bifidobacterium (6 y 4), Veillonella
(6), Streptococcus (5 y 4), Veillonella dispar (5), Erysipelotrichaceae (4),
Catenibacterium (4) y Blautia (4). Se observo ademas que existe una mayor diversidad
de taxa en los infantes nacidos por via vaginal, aparejado con una menor dominancia
de un solo taxa, en comparacioén con lo observado en los infantes nacidos por cesarea

(figura 10y 11).
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Figura 11. OTUs mas prevalentes en los infantes nacidos por a) via vaginal y b)
cesarea. Se suman las abundancias absolutas de todas las OTUs (presentes en todos
los intervalos de tiempo) ordenandolas de mayor a menor abundancia. Se muestra
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A nivel de familia, el taxdn mas abundante en los primeros meses de edad en
los infantes nacidos por cesarea y en los nacidos por via vaginal es la familia
Bifidobacteriaceae, seguido de Veillonellaceae y Streptococaceae, estos ultimos taxa
pertenecientes al Phylum Firmicutes (figura 12a), asi como las Enterobacteriaceae.
Ademas, es evidente que la diversidad y composicién de la microbiota intestinal esta
dominada por taxa muy particulares dentro de los grupos filogenéticos predominantes,
los cuales son a nivel de Phylum Actinobacteria, Firmicutes, Protebacteria,
Bacteroidetes y Verrucomicrobia. Se observa también que en los infantes nacidos por
cesarea, las Bifidobacteriaceae son las bacterias que presentan la mayor abundancia
y predominan comparativamente sobre todas las demas. Por otro lado, a los 24 meses
de edad se observa que aumenta la diversidad bacteriana de los infantes, encontrando
una mayor abundancia de las familias Ruminococcaceae, Enterobacteriaceae,
Veillonellaceae, Enterococcaceae, Lachnospiraceae, Streptococcacceae,
Erysipelotrichaceae, Lactobacillaceae, y otras mas (figura 12b). Asimismo, algunos
taxa de bacterias que estan presentes en los infantes nacidos por via vaginal estan
ausentes en los infantes nacidos por cesarea, y de forma contraria hay taxa que solo

estan presentes en los infantes nacidos por cesarea (figura 12ay 12b).
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Figura 12. Diferencias en la diversidad de la microbiota intestinal entre los nifios
nacidos por cesarea vs parto, a) a los 2 meses, y b) a los 24 meses. Se observa la
distribucién filogenética y abundancia de los taxa a nivel de familia. Las hojas (nodos
terminales) del arbol representan las familias, el diametro es proporcional a la
abundancia relativa (numero de OTUs), el color esta dado segun el Phylum y se
representa en color sélido cuando la abundancia es mayor a 100 OTUs (~0.5% en
términos de abundancia relativa). Los circulos externos muestran, de adentro hacia

afuera, la abundancia de los taxa en los infantes nacidos por cesarea (rojo) y los
nacidos por via vaginal (morado).
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Diversidad de la microbiota entre los grupos
A partir de las curvas de rarefaccion observamos que la diversidad bacteriana
aumenta conforme aumenta la edad, separando claramente las muestras de las

mamas con respecto a las muestras de los infantes (figura 13 y 14).
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Figura 13. Curvas de rarefaccion de la diversidad alfa de todas las muestras incluyendo
a las madres.
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En cuanto a la cantidad de OTUs observadas y el indice de diversidad de
Simpson, no se identificaron diferencias claras entre las muestras de los infantes
nacidos por cesarea versus parto, aunque existe una ligera tendencia que apunta a
que las muestras por cesarea presentan una menor diversidad de taxa, en
comparacion con las muestras de los infantes nacidos por via vaginal, las cuales son
mas diversas. Estas posibles diferencias no se observan a los 24 meses de edad
(figura 14), lo cual coincide con el analisis de componentes principales, en donde se
aprecia que no hay diferencias notorias de las microbiotas considerando el tipo de
nacimiento, pero si se observa una evolucién gradual aparejada con el tipo de

alimentacion de los infantes (anexo 3y 4).
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Figura 14. Medidas de la diversidad alfa de las comunidades bacterianas en los
infantes nacidos por cesarea (rojo) vs parto (azul) a lo largo del seguimiento. A la
izquierda se muestra el numero de OTUs observadas, a la derecha el indice de
diversidad de Simpson, el cual considera el peso de los taxa dominantes.
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DISCUSION

Existe un patrén diferente de la estructura de la microbiota intestinal entre los
infantes nacidos por cesarea versus via vaginal. Aparentemente, y a pesar de las
discrepancias observadas entre los resultados de diferentes autores, esta
generalmente aceptado que existe un retraso o ausencia del género Bacteroides en
los infantes nacidos por cesarea durante su primer afio de vida, asi como también una
menor abundancia de Escherichia-Shigella a los cuatro meses de edad (Azad et al.,
2013; Lee et al., 2016). En algunos estudios realizados en paises en vias de desarrollo
los infantes nacidos por cesarea muestran una colonizacion del intestino muy
temprana debida al género Bacteroides. Esto se ha atribuido a la gran distribucién de
esta bacteria fecal en el medio ambiente de los nifios en condiciones de pobreza
(Kreader, 1995; Odagiri et al., 2015). Ademas, se ha encontrado que existe una
colonizacion temprana del grupo de las Enterobacteriaceae y una mayor diversidad
bacteriana en nifios nacidos por via vaginal en paises industrializados (Adlerberth et
al., 1991). Sin embargo, la relacion que existe entre esos patrones de colonizaciéon y
la forma del nacimiento, aun no esta completamente esclarecida, y son pocos los
trabajos realizados en paises no desarrollados o en las comunidades rurales.

Los resultados que obtuvimos muestran que, en efecto, existen diferencias en
la estructura de las comunidades bacterianas de infantes nacidos por cesarea versus
via vaginal. Estos datos apoyan lo publicado previamente en el sentido de que los
nifos que nacen por cesarea muestran una menor diversidad bacteriana (figuras 10 y

14) (Azad et al., 2013; Lee et al., 2016). Algunos autores han reportado dominancia
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del género Bifidobacterium independientemente de la via de nacimiento, pero otros
autores han reportado una abundancia mayor a los seis meses en los infantes nacidos
por via vaginal (Azad et al., 2013). En nuestro caso, encontramos que Bifidobacterium
es el género dominante (figura 11), lo cual se relaciona con una menor presencia de
otros grupos taxondmicos. Este comportamiento es mas notorio en los infantes que
nacieron por via quirurgica y concuerda con lo reportado en cuanto a que existe una
correlacion negativa entre Bifidobacterium y la diversidad bacteriana. Otros estudios
han mostrado que existe un retraso en la colonizacion por Bifidobacterium, por
ejemplo, a los 30 dias de edad en infantes nacidos por cesarea. En el caso de
Bacteroides fragilis el retraso que se observa puede prolongarse hasta los seis meses
de edad (Gronlund et al., 1999). En nuestros resultados, observamos que existe un
retraso en la colonizacion por Veillonella en los infantes nacidos por cesarea en los
primeros 2 y 6 meses de edad, no habiendo retraso alguno para el caso del género
Bacteroides (figura 10).

A nivel del Phylum Firmicutes, hay trabajos en donde no se hallaron diferencias
entre los infantes nacidos por via vaginal versus cesarea. En cambio, otros estudios
muestran una mayor abundancia de Firmicutes en los infantes nacidos por cesarea,
comparativamente con respecto a la colonizacion por Bacteroidetes, lo cual también
puede deberse a que la madre haya recibido tratamiento con antibidticos antes,
durante o después del alumbramiento. Una alta predominancia de especies como
Clostridium difficile es un factor de riesgo severo para las infecciones gastrointestinales
en la infancia, asociado en mayor medida a la via quirurgica. En nuestra poblacién de
estudio observamos marcadas diferencias con respecto a los Firmicutes. La

abundancia de este grupo se observé disminuida en los infantes nacidos por cesarea
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(figura 9). Sin embargo, estas diferencias ya no son tan evidentes después de los 18
meses de edad. Las familias Veillonellaceae y Streptococcaceae se notan disminuidas
a los 2 meses de edad y en mayor intensidad a los 24 meses (figura 12). Esto indica
que el aumento en la abundancia de los Firmicutes en los infantes nacidos por cesarea
obedece a un aumento en la abundancia de otras familias que se establecen e
incrementan su presencia a los 2 afios de edad.

No se han observado diferencias entre ambos tipos de nacimiento en cuanto a
la diversidad dentro del Phylum Proteobacteria. En los estudios microbiologicos
observamos que los nifios nacidos por cesarea estaban colonizados por Haemophilus,
Veillonella, Clostridiaceae y Klebsiella (Hesla et al., 2014; Jakobsson et al., 2014; Liu
et al., 2015). Al parecer dentro de la familia Enterobacteriaceae la colonizacion es
independiente de la forma de nacimiento. En cuatro diferentes estudios se reportd que,
a los tres meses, el grupo Bacteroides-Prevotella es el mas prevalentes en infantes
nacidos por via vaginal (Kabeerdoss et al., 2013). Nosotros encontramos que a los dos
meses se observa una menor abundancia de las Enterobacteriaceae en los infantes
nacidos por cesarea (figura 12a). Esto sugiere un retraso en la colonizacién de las
enterobacterias en los infantes nacidos por cesarea, lo cual coincide con otros estudios
y se ha relacionado con el papel que tiene la exposicién al medio ambiente en el
proceso de colonizacion (Adlerberth et al., 2006).

A los seis meses la familia Enterobacteriaceae parece no estar afectada por la
forma de nacimiento de acuerdo con algunos autores (Kabeerdoss et al., 2013).
También se ha observado un retardo en la colonizacién de Bacteroides en los infantes

nacidos por cesarea a esta edad (Jakobsson et al., 2014). Nuestros resultados
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muestran una mayor abundancia relativa de las enterobacterias en los infantes nacidos
por via vaginal desde los primeros meses de vida (figura 10).

Estudios de infantes al primer afio de vida han reportado que la diversidad de
Bacteroidetes y Firmicutes es mucho mas baja en infantes nacidos por cesarea y las
diferencias muestran ser estadisticamente significativas (Jakobsson et al., 2014). En
nuestro estudio no se observan diferencias en la abundancia de los Bacteroidetes, las
diferencias se hallan en las proporciones de la abundancia relativa de los Firmicutes y
de las Actinobacteria (figura 10).

A los 15 meses se pierden muchas de las diferencias importantes que
observamos durante el primer afio de vida de los infantes. A los 22 y 24 meses no hay
diferencias en cuanto a la abundancia de los Bacteroidetes ni de los Firmicutes, en la
comparacién entre infantes nacidos por cesarea versus parto. Sin embargo, a esta
edad notamos la presencia del Phylum Tenericutes en los infantes nacidos por via
vaginal (figura 8). Sin embargo, pareciera que, a partir del primer afio de vida o afio y
medio, la abundancia y diversidad de filos y géneros especificos deja de estar

influenciada por la forma de nacimiento.
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CONCLUSIONES

Se observaron diferencias en la composicion y dinamica de colonizacion de la
microbiota intestinal, asi como en la abundancia relativa de taxa particulares en los
infantes, principalmente durante el primer afio de vida y con respecto al tipo de
alumbramiento: quirurgico versus via vaginal. Las diferencias a nivel de los principales
taxa se pierden con la edad, no asi a nivel de géneros. La predominancia de
Bifidobacterium longum se asocidé a una menor diversidad bacteriana. Se sabe que
esta bacteria promueve el desarrollo y maduracion del sistema inmunolégico en el
humano y contribuyen de forma importante a la digestion y asimilacion de los nutrientes
provenientes de la leche materna. Las diferencias a niveles taxonémicos inferiores, por
ejemplo, a nivel de género, y con respecto a otros trabajos, probablemente se deban
a cuestiones sociodemograficas particulares que tiene que ver con las condiciones de
vida y los elementos culturales de la comunidad.

Explorar el impacto que puedan tener estos patrones de colonizacion en estas
comunidades y sus efectos a largo plazo, permitira tener una mejor comprensiéon del
microbioma intestinal en el humano y su papel como factor de riesgo en la salud, en
poblaciones tanto rurales como urbanas. La comunidad en donde se desarrollé este
trabajo, se encuentra a unos 200 km de la Ciudad de México, sin embargo, sus
particularidades la hacen una poblacién de riesgo por la exposicidn tan alta a fuentes
de patdgenos intestinales bacterianos y parasitarios. Xoxocotla se asemejan mas a
una comunidad rural que a la de una suburbana. Esta poblacién tiene una alta tasa de

nacimientos por cesarea, en algunos casos no justificada desde el punto de vista
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médico, como lo indican las cifras de la frecuencia de nacimientos por cesareas en
nuestro pais (casi del 50%). Y mas del 25% de los embarazos se dan en adolescentes
menores de 18 anos.

Con base en los resultados obtenidos y en la discusién de la literatura
relacionada, seria muy interesante hacer estudios futuros, con mas observaciones o
enfocar los analisis a grupos de bacterias particulares y en relacién con sus funciones
metabdlicas. Esto, a fin de hacer un analisis de correlacion mas robusto que se
complemente con lo reportado en este trabajo. El numero de binomios madre-hijo que
se incluyd, dependio de la disponibilidad de los recursos financieros necesarios para
realizar la secuenciaciéon masiva, la cual es costosa, sin embargo, la profundidad de
los datos es mayor a la de otros trabajos, la informacion obtenida es novedosa y nos
permite plantear hipotesis interesantes.

Finalmente, es de mencionar que, hasta la fecha, no se ha reportado un estudio
similar en comunidades marginadas, con caracteristicas sociodemograficas rurales,
que haga un seguimiento de una cohorte de infantes desde el nacimiento hasta los
dos afos de edad y que contraste el tipo de nacimiento, como el que se presenta. Esto
tiene una gran importancia en México, al describir una poblacion sana que servira de

referencia en la comparacion con estudios futuros.
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ANEXOS

(SampleSheet).

iacion MiSeq

Anexo 1. Tabla de los metadatos de la secuenc

#SamplelD
EO06

E019

E020

E030

E032

E036

E047

E054

EOTD

EOT4
HEODBx02M
HEQDBx06M
HEODBx09M
HEODBx12M
HEQD6x15M
HEODBx18M
HEODBx22M.3
HEODBx22M.b
HEQ19x02M
HEQ19x06M
HEO19x09M
HEQ19x12M
HEQ19x15M
HEQ19x18M
HEO19x22M
HEQ19x24M
HEO20x02M
HEQZ0x06M
HEO020x09M
HEQ20x12M
HE020x15M
HEO20x18M
HEO20x22M
HEQ20x24M
HEQ30x02M
HEO030x06M
HEQ30x09M
HEO30x12M
HEQ30x15M
HEQ30x18M
HEQ30x22M
HEQ30x24M
HEQ32x02M
HEO032x09M.3
HEO32x09M.b
HEQ32x12M
HEO032x15M
HEQ32x18M
HEO32x22M
HEQ32x24M

BarcodeSequence
CTAGCAGTATGA
ACCCTATTGCGG
TCGTTTCTTCAG
GGCGAACTGAAG
TCAAGCAATACG
AATGTCACCAGA
GTGTATCGCCAC
TCTGGGCATTGA
GTCGCTTGCACA
CCTGGAATTAAG
TCTACCACGAAG
AATATCGGGATC
TAGTGCATTCGG
TCAATGACCGCA
CTATCGGAAGAT
CGGATTGCTGTA
GGTACTGTACCA
ATCGAATCGAGT
CGTACCAGATCC
ATGTTTAGACGG
ACATGTCACGTG
CTTTAGCGCTGG
CTGGTCTTACGG
CAAGTCGAATAC
GCAAGTGTGAGG
CTCGGTCAACCA
GTTAATGGCAGT
GTATGGAGCTAT
CCTTCTGTATAC
ACGCTGTCGGTT
CTCGTTTCAGTT
GCGAACCTATAC
CTCTCATATGCT
CCAGTATCGCGT
TCCGTTCGTTTA
ACCACCGTAACC
CATTTCGCACTT
TTAAGCGCCTGA
TGCGGGATTCAT
CAMMCTGCGTTG
TTAGACTCGGAA
GACCGATAGGGA
AGTACCTAAGTG
GGATGCAGGATG
CCACTTGAGAGT
GCACTTCATTTC
AGAATCCACCAC
CTCAAGTCAAAG
GTACCTAGCCTG
CACTGAGTACGT

LinkerPrimerSequence

CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHYGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHYGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHYGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHYGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHYGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHYGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT

SampleType ChildFamily

maother
mother
mother
mother
mother
mother
mother
mother
mother
mother
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child

6 Y17
18 Y18
20 Y30
30 Y14
32 Y25
36 Y19
47 Y21
54 Y18
70 Y35
74 Y24

6 Moz

6 M06

6 M09

6 M12

6 M15

6 M18

6 M22

6 M22
19 Moz
19 MO6
19 M09
18 M12
19 M15
19 M18
19 M22
19 M24
20 Mo2
20 M06
20 M09
20 M12
20 M15
20 M18
20 M22
20 M24
30 Moz
30 MO6
30 M09
30 M12
30 M15
30 M18
30 M22
30 M24
32 M02
32 M09
32 M09
32 M12
32 M15
32 M1
32 M22
32 M24

Intervals

AgeYears AgeDays

17
18
30
14
25
19
21

07

13
15
18
18
0.2
05
07

13
15
18

02
05
07

13
15
18

0.2
05
07

13
15
18

02
07
07

13
15
18

6363 NA
6820 NA
10971 NA
5139 NA
9375 NA
T266 NA
7744 NA
TO96 NA
13055 NA
8953 NA
61 C-section
202 C-zaction
238 C-section
355 C-section
488 C-zection
537 C-section
656 C-zection
691 C-section
52 Vaginal
193 Vaginal
288 Vaginal
374 Vaginal
479 Vaginal
556 Vaginal
647 Vaginal
710 Vaginal
58 C-section
174 C-section
260 C-section
351 C-section
449 C-section
561 C-zaction
659 C-section
785 C-saction
71 Vaginal
188 Vaginal
265 Vaginal
377 Vaginal
468 Vaginal
552 Vaginal
B08 Vaginal
755 Vaginal
45 C-section
222 C-zection
281 C-section
367 C-section
472 C-section
549 C-section
640 C-section
731 C-zaction

BirthType

Gender BM|_category OtherParasites Nutrition

T E ¥ g ElEEEEnMTT T M T M MM T MT MM MEEfEEEEEETTTTTMT T MMM M MMM MM

NA
MNA
NA
NA
NA
NA
NA
MNA
NA
NA

presant
CEro
cero
present
present
present
present
cero
present
present

1 cero

3 cero

3 cero

2 cero

cero

present

1
1
1
1
1
1

present
Cero

3 cero
2 cero
3 cero
2 cero
2 cero
3 cero
3 cero

3 cero

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Breast

Breast
Combined
Combined
Total\Weaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Breast
Breast

Breast
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Total\Weaning
Breast
Combined
Combined
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Breast
Breast
Combined
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Breast
Breast

Breast
Combined
TotalWeaning
Total\Weaning
TotalWeaning
TotalWeaning

Description
maother_E006
mother E019
mother E020
mother E030
mother_E032
mether E036
mother E047
mother EO054
mother EO70
mother E074
child_HED0B.00M
|_HE0D06.03M
| HE0D6.06M
|_HE006.09M
ild_HEDDG.12M
ild_HEDDB.15M
_HED0G.18M
ild_HEDDG.24M
child_HED19.00M
ild_HED19.03M
ild_HED19.06M
ild_HE019.09M
ild_HEOQ19.12M
child_HED19.15M
child_HE019.18M
ild_HED19.24M
ild_HED20.00M
_HE020.03M
ild_HED20.06M
ild_HED20.09M
ild_ HE020.12M
ild_HED20.15M
ild_HE020.18M
ild_HED20.24M
ild_HED30.00M
ild_HE0D30.03M
ild_HED30.06M
ild_HED30.09M
child_HED30.12M
child_HEN30.15M
child_HED30.18M
child_HED30.24M
child_HE032.00M
child_HEN32.03M
child_HED32.06M
child_HE032.09M

chi
chi
chi

ild_HE032.12M
child_HED32.15M
child_HED32.18M

child_HED32.24M
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HED36x02M
HEQ36x06M
HEQ36x05M
HED36x12M
HEQ36x%15M
HEQ36x18M
HE036x22M
HED36x24M
HED47x06M
HE047x08M.a
HEO47x08M.b
HEO47x12M
HE047x15M
HED47x18M
HE047x22M.a
HE047x22M.b
HEQS4x02M
HEQ54x06M.2
HEO54x06M.b
HEQ54x08M
HED54x12M
HED54x15M
HED54x18M
HEQ54x22M
HEOT0x02M
HEOT0x06M
HEO70x08M
HEOT0x12M
HEO70x15M
HEQT0x18M
HEO70x22M
HEOT0x24M
HEO74x02M
HEOT4x06M
HEO74x05M
HEOT4x12M
HEQT4x15M
HEOT4x18M
HEO74x22M
HEOT4x24M

CATGTTGGAACA
ATGGGACCTTCA
GCTATTCCTCAT
GTCTCTGAAAGA
GTTCTGCTTGTT
GTCAAGACCTCA
TTGTTACGTTCG
CAGTTCGAGATA
CGGCACTATCAC
AGGTGGTGGAGT
ATTCCCAGAACG
AGACGTTGCTAC
AGAATAGCGCTT
AAGCGTACATTG
GTTATGACGGAT
AGCCTCATGATG
CCAAACTCGTCG
ACGTGAGGAACG
TGAATCGAAGCT
CTGCAGTAAGTA
TATAGGCTCCGC
ATCGTGTGTTGG
CTTCCGCAGACA
GCACTATACGCA
CCAATGATAAGC
TTAAACCGCGCC
CTTGCATACCGG
GTGCACGATAAT
GGTCTAGGTCTA
TCAGGACGTATC
GAAMGGTGAGAA
GAATATACCTGG
CAGCCTGCAAAT
TTGCAAGTACCG
GCTTCTCTCACT
CGAGATAGTTTG
CGCGTCAAACTA
TTGACACACGAC
ATAAGGTCGCCT
TTGCCCTTTGAT

CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT
CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT

child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child
child

36 M02
36 Mo6
36 M09
36 M12
36 M15
36 M18
36 M22
36 M24
47 M06
47 M09
47 M09
47 M12
47 M15
47 M18
47 M22
47 M22
54 M02
54 M6
54 M06
54 M09
54 M12
54 M15
54 M18
54 M22
70 M02
70 MO6
70 M09
70 M12
70 M15
70 M18
70 M22
70 M24
74 M02
74 M06
74 M09
74 M12
74 M153
74 M18
74 M22
74 M24

0.2
0,5
0,7

13
15
18

0,5
0,7
0,7

13
15
18
18
0.2
0,5
0,5
0,7

13
15
18
0.2
0,5
0,7

13
15
18

0.2
0,5
0,7

13
15
18

52 C-zection
168 C-section
261 C-zection
352 C-section
464 C-section
527 C-section
674 C-zection
772 C-section
154 Vaginal
221 Vaginal
285 Vaginal
348 Vaginal
453 Vaginal
544 Vaginal
635 Vaginal
691 Vaginal

15 Vaginal
137 Vaginal
173 Vaginal
270 Vaginal
353 Vaginal
472 Vaginal
563 Vaginal
682 Vaginal
106 Vaginal
155 Vaginal
278 Vaginal
371 Vaginal
462 Vaginal
546 Vaginal
644 Vaginal
728 Vaginal

78 C-zection
178 C-section
262 C-zection
374 C-section
465 C-section
563 C-section
682 C-zection
731 C-section

MM T MM T M T M M M M T MM M = E £ £ £ £ £ £ === === =

2 cero
1 cero
1 cero
1 cero
2 cero
2 cero
2 present
1 present
1 cero
2 cero
2 cero
1 cero
2 cero
1 cero
1 cero

CEro

1

0 cero

1 cero

1 cero

1 cero

1 cero

1 cero

2 cero

3 present

0 cero

0 cero

0 cero
CEro
present
CEro

1

1

1

1 cero
1 present
1 cero

1 cero

1 cero

1 cero
1 cero
1 cero
1 cero
1

CEro

Breast

Breast

Breast
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Combined
Combined
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Breast

Breast
Breast

Breast
Combined
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
Breast
Combined
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
Breast
Combined
Combined
Combined
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning
TotalWeaning

child_HED36.00M
child_HED36.03M
child_HED36.06M
child_HED36.09M
child_HED36.12M
child_HED36.15M
child_HED36.18M
child_HED36.24M
child_HED47.00M
child_HED47.03M
child_HED47.06M
child_HED47.03M
child_HED47.12M
child_HED47.15M
child_HED47.18M
child_HED47.24M
child_HED54.00M
child_HED54.03M
child_HED54.06M
child_HED54.09M
child_HED54.12M
child_HED54.15M
child_HED54.18M
child_HED54.24M
child_HEOD70.00M
child_HED70.03M
child_HEO70.06M
child_HEOD70.09M
child_HEOD70.12M
child_HEOT0.15M
child_HEO70.18M
child_HED70.24M
child_HEO74.00M
child_HED74.03M
child_HEO74.06M
child_HEO74.09M
child_HEO74.12M
child_HED74.15M
child_HEO74.18M
child_HED74.24M
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Anexo 2. Pipeline bioinformatico. Se incluyen los procedimientos y las rutinas de
cédigo empleadas para el analisis los datos y la elaboracién de los graficos. Esta
informacion se ha incluido en plataformas publicas con acceso libre a fin de facilitar la
reproducibilidad de los resultados.

La informacion detallada se encuentra en la siguiente direccion:
http://132.248.169.182/~tobias/xoxocotla

PROYE :QoQO GOT1A 2017-02-07

Bienvenido

Usuario:
Contrasefia:

Entrar |

Mozilla/5.0 (Windows NT 6.2; WOW64) AppleWebKit/537.36 (KHTML, like Gecko) Chrome/56.0.2924.87 Safari/537.36

El proyecto también se encuentra disponible en la plataforma publica de Open
Science Framework:
https://osf.io/ar3se/
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Anexo 3. Coordenadas principales (PCoA) de la diversidad microbiana en donde
se incluyen madres e infantes. Cada esfera representa la composicion de la
microbiota de una muestra diferente. Se ilustra con colores a) tipo de alumbramiento:
cesarea (C-sec) versus parto (Vaginal), y b) tipo de alimentacién. Las madres estan
representadas por las esferas de mayor tamafo. Porcentaje de variacion explicada

PC1 (31.23%), PC2 (14.11%), PC3 (8.75%)

a) Tipo de alumbramiento

PC2 (18.08%)

B (44) C-sec
Il (45) Vaginal

® ° . 0.. s :. ® o
f o.‘ ’ o" to'.“ ‘:~J.
... .‘: ..?‘.r.
...

PC3 (7.78%)

b) Tipo de alimentacion

PC2 (18 08%)

@ o

x'- 3
& s ‘Q°~o
° o‘. ® ’s
o

PC1 (29.92%)

Il (28) Pecho
[l (21) Combinado
1 (9) Madres

I (31) Posterior a la
ablactacién

QJ.

4

PC3 (7.38%)

PC1 (29.92%)
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Anexo 4. Coordenadas principales (PCoA) de la diversidad microbiana sélo de
los infantes ilustrando el tipo de alumbramiento de cesarea (C-sec) versus parto
(Vaginal) para cada una de las muestras de los infantes. En el grafico se considera la
variable tiempo (edad en afios) en el eje de las abscisas. Porcentaje de variacion
explicada PC1 (29.89%) y PC2 (15.40%).

PC1 (29.89%) I (40) C-sec
[ ® @ B (40) Vaginal
* o
®
&
° e © o o
® °
¢
° ¢ e €e
® o & o ©
- ' ® e ° e
@ ' ¢ é¢ @
o g S % °
o @ o @ &
[ ]
0.

0.2 5 0.7 1.0 1.3 1.5 1.8 2.0

PC2 (15.40%) Edad (anos)
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