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RESUMEN BIOGRAFICO

Naci en primavera, un 24 de septiembre del afio 1986. Me inscribieron como Nayaret,
nombre a veces pronunciable como Margaret, Nazaret o Marjorie. Asi que gracias a esto uso
mi segundo nombre, Lia, para comprar comida rapida cuando piden mi nombre en el

MacDonald’s pero eso es parte de otra historia.

Desde que tengo uso de razén desarrolle amor por la naturaleza, la curiosidad sobre su origen
y funcionamiento, siendo asi la biologia mi materia favorita. Toda la ensefianza media la
realicé en el colegio Mater Dei. El afio 2006 ingresé a estudiar biologia en la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, desarrollando mi tesis de pregrado el laboratorio del Dr

Alejandro Venegas titulandome como Bi6loga con mencion en Bioprocesos el afio 2012.

En el afio 2013 ingresé al programa de Doctorado en Ciencias con mencion en Microbiologia.
Realicé dos pasantias, en los afios 2014 y 2016 en Palmas de Mallorca. Espafia, bajo la tutela
de Dr Ramon Rossell6-Mdra, en donde aprendi a trabajar con datos de secuenciacion masiva.
El 23 septiembre del 2018 aprobé mi examen privado y el 22 de Enero de afio 2019 mi

examen publico.
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RESUMEN

La mayor concentracion y diversidad de microorganismos asociados a la microbiota
humana reside en el intestino, estableciendo una relacion comensal o mutualista con el
hospedero, la cual puede verse interrumpida cuando la estructura y composicion microbiana es
alterada (disbiosis). La dishiosis puede estar asociada a cambios en la dieta, el uso de
antibiéticos y en una serie de enfermedades, entre ellas las enfermedades inflamatorias
intestinales (EIl) como Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC). Si bien la mayor
parte de los estudios sobre microbiota intestinal se han realizado a partir muestras de heces
debido a su facil obtencién, la microbiota adherente del colon es la mas representativa de la
comunidad microbioldgica que co-evoluciona con el hospedero en el transcurso de la
enfermedad, pues ésta puede interactuar de forma mas directa con el sistema inmunitario.
Considerando los antecedentes expuestos el objetivo de esta tesis es la caracterizacion de la
microbiota adherente de individuos con EIl mediante andlisis de secuenciacion masiva y
generacion de librerias de rDNA16S, a partir de muestras de biopsias de individuos chilenos y
espafoles (n=66) diagnosticados con EC, CU y controles (CTL). Nuestros resultados mostraron
diferencias significativas entre la abundancia relativa de las phyla Proteobacteria y Firmicutes
entre individuos con Ell y CTL, sin embargo no observamos diferencias significativas entre la
microbiota de individuos con CU y EC. Por otro lado, a diferencia de los estudios realizados
con muestras de heces, donde los individuos con EIl fueron clasificados en grupos tunicos y
definidos (EC, CU o CTL), en nuestro estudio los individuos con Ell se clasificaron en 5 grupos
distintos segun su composicién microbiana. Los grupo denominados Ell-1, EII-3, Ell-2 y ElI-5

albergaron Gnicamente individuos con EC y CU, presentando un enriquecimiento de las phyla



Bacteroidetes (34.5%), Proteobacteria (75.4%), y de las Unidades Filogenéticas Operacionales
(OPUs) afiliadas a las bacterias Ruminococcus gnavus (9.75%); Cupriavidus necator/Ralstonia
pickettii (6.60%); Brevundimonas diminuta/Brevundimonas vancanneytii (5.87%) y Klebsiella
oxytoca (32.16%). El grupo EIlI-4 contuvo individuos con EIl y CTL mostrando un
enriquecimiento del phylum Firmicutes (59.85%) y OPUs afiliados a Faecalibacterium
prausnitzii (14.67%), (bacteria caracteristicas de individuos sanos). Sumado a los anterior
aquellos individuos pertenecientes a los grupos EIlI-3, EII-2 y Ell-5 presentaron abundancias que
abarcaron entre el 12.74 al 55.60% en OPUs afiliados a bacterias anaerdbicas facultativas y
abundancias del 4.25% al 9.68% en OPUs afiliados a bacterias aerdbias estrictas. Por el
contrario, los grupos Ell-4 y EIll-1 abarcaron abundancias del 41.21% al 45.3% en OPUs
afiliados a bacterias anaerobias obligadas y abundancias cercanas al 1.5% en OPUs afiliados a
bacterias aerobias estrictas. Ademas, los analisis de correlacibn mostraron asociaciones
negativas entre los OPUs anaerobios facultativos o aerobios, (indicadores de individuos con ElI
pertenecientes a los grupos ElI-1, EIlI-2, EII-3, EIlI-5) con aquellos OPUs anaerobios
(indicadoras de EIlI-4). Este tipo de correlacién da cuenta de relaciones de competencia
(exclusién) entre estas bacterias, dadas posiblemente por las condiciones ambientales del
intestino, es decir un incremento en los niveles de oxigeno durante el proceso de inflamacién.
Estos resultados concuerdan con lo sugerido en la “hipotesis del oxigeno”, donde se plantea que
en condiciones de inflamacion cronica las paredes intestinales de individuos con Ell conducen a
una mayor liberacion de hemoglobina (que lleva oxigeno), y especies reactivas de oxigeno a la
luz del intestinal. Sumado a lo anterior, los colonocitos bajo sefiales pro-inflamatorias realizarian
un cambio en su metabolismo hacia una glicélisis anaerdbica, la cual no consume oxigeno
permitiendo que este difunda hacia el epitelio intestinal conduciendo asi un ambiente favorable

para bacterias anaerobias facultativas y aerobias.



En este contexto, uno de los componentes de la respuesta inmune innata que parece
controlar la poblacién que conforma la microbiota intestinal son los péptidos antimicrobianos
(PAMs). Entre los PAMs estudiados en el epitelio coldnico se encuentran las Catelicidina
(CAMP) y p-defensinas (hBD), los cuales poseen actividad antimicrobiana sobre grupos
bacterianos especificos. Modelos murinos que sobreexpresan PAMs muestran una disbiosis con
respecto a sus pares silvestres, dando cuenta de la importancia de los PAMs como reguladores de
la composicidn microbiana intestinal. Adicionalmente, investigaciones recientes han demostrado
gue pacientes con EIl poseen una expresion alterada de PAMs con respecto a individuos CTL.
En esta linea de pensamiento, esta tesis propuso como hipoétesis “El aumento de la poblacion de
Proteobacteria observado en la mucosa intestinal en pacientes con EC con respecto a pacientes
CU, se asocia con la disminucidn en la expresién de péptidos antimicrobianos CAMP y hBD 2-
4”. Sin embargo, debido al bajo nimero de muestras que permitieran obtener un RNA integro y
de calidad para analizar los niveles de expresion de los PAMs CAMP y hBD-2, no fue posible
demostrar que nuestros resultados fueron significativos en la correlacion con respecto a los

phylum bacterianos. En esta condicion esta hipdtesis no puede ser aceptada ni rechazada.



ABSTRACT

The highest concentration and diversity of microorganisms belonging to the human
microbiota reside in the intestine, establishing a commensal or mutualistic relationship with the
host. This relationship can be modified when the microbial structure and composition is altered
(dysbiosis). Dysbiosis may be associated to changes in diet, use of antibiotics and to a number of
diseases, including inflammatory bowel diseases (IBD) such as Ulcerative Colitis (UC) and
Crohn's Disease (CD). Although, due to the easiness to collect them, most of the studies on
intestinal microbiota are carried out analyzing stool samples, the adherent microbiota of the
colon is representative of the microbial community which co-evolves with the host, interacting
directly with the immune system, during the course of the disease. Considering the above, the
aim of this thesis was to characterize the adherent microbiota of individuals suffering IBD by
means of massive sequencing analysis. Samples (biopsies) were obtained from Chilean and
Spanish individuals (n = 66) diagnosed with CD, UC, and control (CTL). Our results showed
significant differences between the relative abundance of phyla Proteobacteria and Firmicutes
among individuals with IBD and CTL but no differences were observed when comparing the
microbiota of individuals with UC and CD. Unlike the studies based on stool samples, in which
individuals with IBD are classified as unique and defined groups (CD, CU or CTL) in our study
individuals with IBD were classified into five different groups according to their microbial
composition. Groups IBD-1, IBD-3, IBD-2 and IBD-5 contained only individuals with CD and
UC, presenting an enrichment of phyla Bacteroidetes (34.5%) and Proteobacteria (75.4%) and

Operational Phylogenetic Units (OPUs) affiliated with bacteria Ruminococcus gnavus (9.75%) ;



Cupriavidus necator / Ralstonia pickettii (6.60%); Brevundimonas diminuta / B revundimonas
vancanneytii (5.87%) and Klebsiella oxytoca (32.16%). Group IBD-4 contained individuals with
IBD and CTL showing an enrichment of phylum Firmicutes (59.85%) and OPUs affiliated with
Faecalibacterium prausnitzii (14.67%), (bacterium characteristic of healthy individuals). In
addition to the above, individuals belonging to groups IBD-3, IBD-2 and IBD-5 showed
abundances between 12.74 to 55.60% of OPUs affiliated to anaerobic or facultative bacteria, and
abundances of 4.25% to 9.68% of OPUs affiliated to obligate aerobes. On the contrary, groups
IBD-4 and IBD-1 showed abundances of 41.21% to 45.3% of OPUs affiliated with obligated
anaerobic bacteria and abundances close to 1.5% of OPUs affiliated to obligated aerobic
bacteria. In addition, correlation analyzes showed negative associations between facultative
anaerobic and aerobic OPUs (indicators of individuals with IBD belonging to groups IBD-1,
IBD-2, IBD-3, IBD-5) with those obligated anaerobic OPUs (indicators of IBD-4). This kind of
correlation exemplifies competition relationships (exclusion) between these bacteria, possibly
due to the environmental conditions of the intestine, i.e. an increase in oxygen levels during the
process of inflammation. These results are consistent with the "oxygen hypothesis" which
proposes that #/under conditions of chronic inflammation, causing the release of oxygen
carrying hemoglobin in the intestinal mucosa and reactive oxygen species in the intestinal
lumen. In addition, colonocytes under pro-inflammatory signals shift their metabolism towards
an oxygen consuming anaerobic glycolysis, increasing epithelial oxygenation which leads to a

favorable environment for facultative and aerobic bacteria.

One of the components of the innate immune response that seems to control the
microbial population are the antimicrobial peptides (AMPs). Among the AMPs studied in the
colonic epithelium, Cathelicidin (CAMP) and B-defensins (hBD), which have antimicrobial

activity on specific bacterial groups, can be mentioned. Murine models overexpressing AMPs



showed a dysbiosis when compared to their wild type mates, revealing the importance of AMPs
as regulators of the intestinal microbial composition. Additionally, recent research showed that
patients with IBD have an altered expression of AMPs when compared to CTL individuals. In
this context, this thesis proposed the following hypothesis: “The increase in the population of
Proteobacteria observed in the intestinal mucosa in patients with CD when compared to patients
with UC is associated with the decrease in the expression of antimicrobial peptides CAMP and
hBD 2-4". However, due to the low number of samples that allowed to obtain a high-quality
RNA to analyze the levels of expression of the CAMP and hBD-2 MAPs, it was not possible to
demonstrate that our results were significant in the correlation of MAPs with bacterial phyla. In

this condition this hypothesis cannot be accepted or rejected.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Desde el nacimiento, el ser humano esta colonizado por una gran variedad de
microorganismos los cuales constituyen la microbiota humana. La mayor parte de la microbiota
reside en el intestino, los simbiontes que la constituyen en su mayoria son comensales o
mutualistas y su estructura es relevante para la mantencion de la homeostasis y salud humana.
Ademas, ejerce funciones metabolicas, estimula el desarrollo del sistema inmune y se comporta

como una barrera frente a organismos patogenos (1) .

Durante muchos afios las técnicas de cultivo y tipificacion bioguimica fueron utilizadas
como los métodos estandar para la identificacion de especies bacterianas, entregando una
informacidn parcial o sesgada, particularmente en relacion al estudio de microorganismos que no
podian ser cultivados bajo las condiciones de laboratorio o0 se encontraban en un estado viable
pero no cultivable. Hacia la década de los 90, las técnicas basadas en estudios moleculares
(independientes del cultivo microbioldgico tradicional) provocaron toda una revolucion en
relacion a la cantidad de informacion que comenzaron a generar, entregandonos una
aproximacion més realista respecto de la conformacion de la microbiota. Estas técnicas tenian
como objetivo la caracterizacién de los polimorfismos presentes en la secuencias de la
subunidad pequefia del ARN ribosomal (16S ARNr), como por ejemplo, la electroforesis con
gradiente de desnaturalizacion (DGGE), el polimorfismo de longitud de fragmentos de

restriccion terminal (T-RLFP), los micro-arreglos de ADN vy las plataformas de secuencias de



siguiente generacion (Next Generation Sequencing; NGS) (2) . Esta tltima herramienta ha sido
ampliamente utilizada en estudios para determinar la estructura de comunidades microbianas,
pues otorga de forma paralela un nimero masivo de templados de ADN. Ademas, al finalizar el
proceso es posible realizar una identificacion microbiana con una base filogenética y colectar
datos cuantitativos respecto de la representacion de las distintas categorias taxonémicas que

conforman la comunidad microbiana (3).

Por otro lado, la clasificacion de especies bacterianas esta basada en la determinacion de
un conjunto de caracteres tanto gendémicos como fenotipicos. Para lograr lo anterior, es necesario
disponer de los microorganismos en cultivo puro, pues para que una especie sea aceptada segun
el cddigo bacteriolégico, ésta debe ser designada como material tipo, depositada en dos
colecciones internacionales de cultivos y en paises distintos(4). Las especies bacterianas se
clasifican dentro de un sistema jerarquico, equivalente al que se ha determinado para los
organismos eucariotas y que fue originalmente disefiado por Lineo en su sistema botanico (5).
Solo se considera a las especies como entidades reales, mientras que las jerarquias de categorias
superiores que albergan a las especies (género, familia, orden, clase y phylum) son consideradas
abstractas y de alguna manera artificiales (5). Sin embargo, el uso del gen rDNA16S también ha
sido utilizado para poder evaluar la presencia de distintos taxones en ambientes naturales y de
forma independiente al cultivo. Para lograr lo anterior, se han debido calcular ciertos umbrales
de identidad de secuencias que permiten establecer si dos 0 mas organismos pertenecen a una

misma o distinta categoria taxonémica a nivel de phylum, clase, género o especie (Tabla 1) (6).



Tabla 1 | Umbrales taxonémicos de bacteria y archaea*

Especie Género Familia Orden  Clase Filo
Umbrales deidentidad 98,7%  945%  865%  82,0% 78,5% 75,0%

*Tabla modificada de la revision de Yarza y colaboradores (6). Los umbrales fueron basados en
el conjunto de datos de Living Tree Proyect (LTP) 102.

Hasta ahora, al analizar los diversos estudios de secuenciacién masiva por amplicones,
no existe un verdadero consenso en relacion a cudl de las regiones variables del 16S ARNr
deberia ser utilizada como blanco para los estudios de identificacién taxonémica. Mientras Liu y
colaboradores (7)_sugieren que la secuenciacién de las regiones variables V2 y V3 son dptimas
para explorar la diversidad bacteriana, Huse y colaboradores (8) argumentan que la
secuenciacion de las regiones variables V3 y V6 proveen una mejor asignacion taxonémica. Asi
mismo el grupo de Wang (9) sugiere que la region V2 y V4 proveen una mejor asignacion a
nivel de género. Recientemente Yarza y colaboradores (6) postularon que dado al grado
variabilidad entre las diferentes regiones del gen rDNA16S, es de esperar que la resolucion a
nivel de asignacion taxondmica en sus distintas categorias dependa de la regién variable del gen
16S ARNr que sea secuenciada. Estos autores calcularon los umbrales taxonémicos, tanto para
las distintas regiones variables del gen rDNA16S como para la secuencia completa de este gen.
En este estudio, se tomaron como referencia un conjunto de secuencias completas del gen y las
especies tipo previamente clasificadas, las que fueron colectadas desde la base de datos del
Living Tree Proyect (LTP). Los resultados permitieron observar que las regiones por si mismas,
previamente definidas para el rDNALG6S, o la combinacion de regiones variables claramente sub-

estiman enormemente la riqueza del set de datos del LTP, especialmente en los rangos
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taxondémicos mas altos (por sobre la categoria de género) (6) . El sesgo de la sub-estimacion se
va corrigiendo conforme aumenta la longitud de la secuencia, y es por ello que los analisis que
incluyen los primeros 750 nucledtidos del rDNALG6S, son suficientes para discriminar sobre el
90% del total de la riqueza de la muestra para las categorias de familia, género y especie (6). Por
ende la secuencia completa del gen rDNALGS es requerida para una estimacién y clasificacion

taxondmica mas precisa.

1.2 Utilizacién de unidades operacionales para la caracterizacion de microbiota

Los estudios sobre la diversidad microbiana agrupan el conjunto de secuencias del gen
rDNA16S (tomando como base el porcentaje de su identidad), denominandolas OTUs (Unidades
Taxonomicas Operacionales). Un OTU esta formado por un conjunto de secuencias agrupadas
por un minimo umbral de identidad, donde el porcentaje de identidad utilizado varia entre el 97-
98,7%, para diferentes estudios (6, 10, 11). Sin embargo, debido a que el proceso de
secuenciacion puede entregar secuencias de diversas longitudes para un set de muestras
(previniendo asi una clara asignacion a nivel de género y especie), se ha propuesto utilizar
OPUs (Unidades filogenéticas Operacionales) en lugar de OTUs para la asignacion taxonémica.
En este sentido, la confeccion de OPUs no se basa en umbrales de identidad ya que las
secuencias son insertadas en un arbol filogenético depurado utilizando el algoritmo de
Parsimonia (12, 13). De este manera, la afiliacion se realiza por inferencia filogenética, basada
en la sefial genealdgica de las secuencias que es relativamente independiente de la longitud de
éstas y minimiza la influencia de los errores. En otras palabras, la incorporacién en un OPU esta
basada en la afiliacion filogenética de la secuencia (6, 13) . Los OPUs estdn formados por un

conjunto de secuencias que comparten una misma historia evolutiva y que por lo tanto, forman
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una rama independiente en una reconstruccion filogenética. La discriminacion de OPUs se
realiza mediante un analisis de la topologia del arbol y la decision sobre el punto de
circunscripcion es dependiente de que se identifiqgue como un clado monofilético independiente.
Un clado puede albergar secuencias con diversos valores de identidad, asi mismo un clado puede
contener uno 0 mas OTUs compartiendo la misma historia evolutiva. Debido a ello se considera
que la agrupacion por OPUs tendria un valor mas significativo que al agrupar por OTUs, pues
este sistema de afiliacién tiene una base filogenética (13) . Por otro lado, el enfoque de OPUs

reduce la diversidad observada por los OTUs, produciendo resultados de mayor confianza (13) .

En este sentido, en el campo clinico donde el exhaustivo conocimiento acerca de la
conformacion del microbioma humano es clave para entender las relaciones entre la microbiota
y las enfermedades, este nuevo tipo de analisis y asignacion taxonémica resulta ser clave. Desde
la aparicion de NGS, el andlisis estructural de las comunidades microbianas en distintos 6rganos

y tejidos genera gran interés, en particular las presentes en el intestino.

1.3 Comparacion de resultados de microbiota obtenidos a partir de biopsias y
muestras de heces

Hasta ahora, la mayor parte de los estudios sobre la composicién microbiana intestinal se
ha realizado a partir de muestras de heces. Lo anterior, debido a su facil accesibilidad y a que
permiten repetir el muestreo de los individuos a través del tiempo sin grandes complicaciones.
Sin embargo, las comunidades microbianas fecales no representan con precision las
comunidades bacterianas que viven en el tracto gastrointestinal y que se distribuyen localmente
(por ejemplo, colon, ileo e intestino delgado) (14, 15). Por otro lado, el almacenamiento
inadecuado de las muestras de heces puede producir una alteracion en la composicion

microbiana, la cual depende de la disponibilidad de nutrientes y la concentracion de oxigeno
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(16). Publicaciones recientes han demostrado que la composicién microbiana de los individuos
se agrupa separadamente segin provenga éste resultado de muestras de heces o biopsias,
sugiriendo que el lumen intestinal y la mucosa intestinal pueden ser colonizados por distintas
comunidades microbianas (16-18). Estudios comparativos entre ambos tipos de muestras han
permitido observar que algunos miembros del phylum Firmicutes, como Lactobacillus spp., se
encuentran en mayor abundancia en muestras de heces en comparacion a las muestras de
biopsias tomadas desde un mismo individuo (17, 18). Por el contrario el phylum Proteobacteria
se encuentra en mayor abundancia en muestras de biopsias en comparacion a las muestras de
heces (17). Las diferencias entre las comunidades microbianas de ambos tipos de muestras
reflejan los diferentes procesos fisiologicos que se producen en la luz intestinal respecto de la
mucosa (17). Mientras las muestras fecales reflejan el entorno luminal (incluidas las bacterias
ingeridas con los alimentos), las bacterias de la mucosa intestinal interactuarian directamente
con las células del hospedero, siendo estas Ultimas representativas de un microbioma endégeno
que coevoluciona con el huésped (19). Sumado a lo anterior, se ha propuesto que las
interacciones hospedero-microorganismo son relevantes para la generacién de sintomas en
ciertos desordenes gastrointestinales como el colon irritable (20), debido a esto el estudio de la

microbiota obtenido desde biopsias genera gran interés.

1.4 Caracterizacion de la microbiota Intestinal

Existen estudios que han determinado que la composicion filogenética de las
comunidades bacterianas evoluciona hacia una conformacion adulta mas estable dentro de los
primeros 3 afios de vida. Desde el nacimiento, la diversidad bacteriana incrementa con la edad,

por lo tanto, las variaciones interpersonales son mayores en comparacion a los adultos (21) . A
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edades tempranas, los grupos bacterianos dominantes corresponden al género Bifidobacterium,
perteneciente al phylum Actinobacteria, seguido por diversos géneros de Bacteroides y
Enterobacterias (22) , mientras que en los adultos disminuyen las Actinobacterias,
particularmente Bifidobacterium, siendo las phyla Firmicutes y Bacteroidetes la microbiota

dominante del intestino(23) .

La microbiota intestinal se agrupa en tres enterotipos distintos, independiente de la zona
geografica, indicando que la variacién de la microbiota intestinal es estratificada y no continua.
Tales enterotipos son identificables por la variacion en los niveles de los géneros Bacterioides

(Enterotipo 1), Prevotella (Enterotipo 2) y Ruminococcus (Enterotipo 3) (23) .

Adicionalemente, los estudios de metatranscriptomas han determinado que la mayoria de
las secuencias pertenecientes al phylum Firmicutes corresponden al orden de los Clostridiales,
siendo Lachnospiraceae y Ruminococcacea las familias mas representadas (24) . Estas dos
familias son importantes degradadores de pectina, celulosa y participan activamente en la
fermentacion de fibras dietarias en el colon. Especificamente Ruminococcacea fue asociada
principalmente con la biosintesis de antibidticos, reflejando su importancia en la defensa contra
patégenos. Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Rickenellaceae, familias pertenecientes al phylum
Bacteroidetes, son otros de los componentes funcionalmente significativos de la microbiota

intestinal humana (24) .

Como ha sido mencionado anteriormente, la relacion simbidtica entre la microbiota
comensal y su hospedero puede verse interrumpida cuando la composicion microbiana es
alterada (disbiosis). La disbiosis microbiana intestinal ha sido asociada entre otros, a cambios en
la dieta del individuo (25) , el uso de antibidticos (26) y a una serie de enfermedades (27-29) _,

entre ellas las enfermedades inflamatorias intestinales (Ells) (30, 31).
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1.5 Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y factores de riesgo

Entre las Ells se encuentran la enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU).
Mientras la EC es una inflamaciéon transmural que puede afectar cualquier region del tracto
gastrointestinal (desde la boca hasta el ano) provocando un engrosamiento de la pared intestinal,
la CU se caracteriza por una inflamacion y ulceracion del recto (pudiendo extenderse de forma
difusa hacia el colon)(32) .La incidencia de ambas enfermedades a nivel mundial ha ido en
aumento, registrando los mayores valores de prevalencia en Europa (CU: 505/100 000 hab en
Noruega; EC: 322/100 000 hab en Alemania) y Norteamérica (CU: 286/100 000 en USA;
EC: 319/100 000 hab en Canadd). Desde 1990, la incidencia ha ido en aumento en los
continentes y paises recientemente industrializados, tales como Africa, Asia' y América del Sur,
incluido Brasil (33). En Chile, no existen datos de incidencia y prevalencia de estas
enfermedades, no obstante, la experiencia clinica muestra un aumento en la atencién de

pacientes con Ells en los Gltimos afios (34, 35).

Tanto la EC como la CU se caracterizan por periodos de actividad, los cuales se presentan
con dolor abdominal, fiebre, signos clinicos de obstruccidn intestinal y diarrea sanguinolenta con
o0 sin mucosidad; mientras los estados de remisidn se caracterizan por la ausencia de sintomas.
La aparicion de ambos periodos varia segln los pacientes, en algunos casos la remision puede
durar afios, mientras que en otros se puede producir intervalos de tiempo reducidos (36) . El
diagnostico clinico de ambas enfermedades conlleva exdmenes fisicos, estudios de laboratorio,
exadmenes patoldgicos e histologicos. De acuerdo a estos resultados, los pacientes con EC son
reconocidos segun la clasificacion de Montreal, que consta de tres categorias: Edad de

diagndstico (A), Localizacion de la enfermedad (L), donde es posible distinguir las de tipo: L1 si
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es ileo, L2 si es coldnica, L3 si es ileo-coldnica, L4 si la region afectada est4 por sobre el tracto
intestinal. Respecto del patrén evolutivo (B) esta puede ser clasificada en: B1 no obstructivo,
no fistulizante (predominan manifestaciones de inflamacién), B2 estenosante (comprende
fibrosis y engrosamiento de la pared intestinal) y B3 fistulizante (existen comunicaciones
entre distintas zonas del tubo digestivo, o con otros érganos) (37) . En el caso de la CU, ésta
puede ser clasificada segun la extension en: E1 proctitis (inflamacion del recto), E2 colitis
distal (limitada al colon izquierdo) y E3 colitis extensa (extension mas alla del angulo
esplénico). Asimismo, estos pacientes segun sus hallazgos endoscopicos son reconocidos segln
el subindice endoscopico de Mayo, donde el indice 0 es remision, 1 actividad leve, 2 moderada y
3 severa (38) .

En cuanto al tratamiento, su objetivo principal es inducir y mantener el periodo de remisién
asi como también reducir el nimero y la duracién de las recaidas. Para ello los pacientes pueden
ser tratados con soportes nutricionales, antiinflamatorios, inmunomoduladores, antibidticos y en
algunos casos mas graves tratamiento quirdrgico (reseccion de parte del intestino) (39) , no
existiendo hasta ahora un tratamiento 100% efectivo (40) . El tipo de tratamiento es indicado
segun la gravedad del paciente y en ocasiones éstos pueden ser combinados. En una primera
instancia los pacientes son tratados con farmacos convencionales, los cuales constan
de aminosalicilatos (5-ASA), corticoides e inmunomoduladores. Estos Gltimos, son utilizados
en los casos moderados y graves debido a que requieren de un elevado grado de control por parte
del especialista al reducir inespecificamente la actividad del sistema inmunitario (31) . En la El,
la terapia bioldgica es indicada para aquellos pacientes con una condicién moderada o grave
donde ademas de inducir y mantener el estado de remision, este tipo de terapia también tiene
como objetivo el cierre de fistulas y la cicatrizacion de la mucosa (31) . Entre algunos de los
efectos secundarios de estas terapias se encuentra la cefalea, nduseas, mialgias, artralgias y

alteraciones dermatoldgicas (40) .



16

Aunque la causa etioldgica de la EC y la CU es desconocida, se exploran distintos factores
gue otorgan susceptibilidad, entre los que destacan la genética del individuo, la respuesta
inmunolégica y el ambiente (37, 38, 41, 42) . En cuanto al componente genético, los pacientes
con EIl poseen una predisposicion genética a desarrollar la enfermedad, destacandose
polimorfismos en los genes NOD2, IRGM, ATG16L1 y ECM1, entre otros (43) . NOD2 es un
sensor bacteriano citoplasmatico, que forma parte de la inmunidad innata y se expresa en células
presentadoras de antigeno (APC), monocitos y en células de Paneth presentes en la base de
las criptas intestinales (44). IRGM (immunity-related guanosine triphosphatase) es un
miembro de la familia IRG (immunity-related GTPase genes) que Sse caracteriza por ser
inducido por interferon, conferir resistencia frente a patdgenos intracelulares, estar
implicado en el proceso de autofagia y formar parte de la inmunidad innata contra
patégenos intracelulares (45, 46) . ATG16L1 (Autophagy-related protein 16-1) es una proteina
cuya funcion es participar en la eliminacion de patdgenos intracelulares mediante el
proceso de autofagia (47) . ECM1 codifica para la proteina de matriz extracelular 1, expresada
en el intestino delgado y grueso, el cual activa la via de sefializacion de NF-kB, un factor de

transcripcion clave en la respuesta inmunitaria e inflamatoria (48) .

Entre los componentes inmunoldgicos, los linfocitos T han sido implicados en la
patogénesis de la EC y CU en virtud de su elevado numero en la mucosa intestinal inflamada y
la secrecidn de una gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias derivadas de estas células. Los
pacientes con EC presentan un perfil de citoquinas Th-1, caracterizado por una elevada
produccion de IFN-y, TNFa, IL-12 e IL-2, una produccion de IL-4 disminuida y formacion de
granulomas (49-51) . En contraste a la EC, pacientes con CU presentan un perfil de citoquinas
tipo Th-2, caracterizado por una elevada produccion de IL-5 e IL-13, observandose también una

elevada secrecién de IFN-y'y TNF-a y una disminuida produccion de IL-4(49, 52) .
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Como factores ambientales involucrados en la EC y la CU, destacan el estrés y el uso de
antibidticos, entre otros (42) . Estudios prospectivos han mostrado una asociacién positiva entre
altos niveles de estrés y exacerbacion de los sintomas (53). Si bien no estd definido el
mecanismo por el cual el estrés actla, estudios de colitis inducida quimicamente en ratones
Balb/c (mediante la administracién intrarectal de acido sulfénico dinitrobenceno; DNBS),
mostraron que luego de una recuperacion de 6 semanas posterior a la induccién, los signos
clinicos puede ser reactivados mediante estimulos de estrés mas una dosis subumbral de DNBS,
pero no con la sola administracion de DNBS. Estos ratones presentaron una reduccion en la
produccion de mucus y un incremento en la permeabilidad del colon, siendo ambos fenémenos
caracteristicos en las Ells (54) .

Finalmente, la exposicidn recurrente a antibiéticos desde la nifiez es un factor de riego para
desarrollar EIl (54). Al respecto, _se ha observado que pacientes en EC tratados con antibiéticos

presentan una exacerbacion de la disbiosis en comparacion a pacientes sin este tratamiento (55).

1.6 Microbiota en ElI

A la fecha, varias investigaciones han demostrado de manera constante la dishiosis de la
microbiota y su contribucion con el desarrollo de las Ells, sin embargo, su relacion causa efecto
ha sido dificil de probar en humanos (56). Recientemente se demostré en un modelo murino
libre de gérmenes, el cual presenta una delecién en el elemento regulatorio ARE, 3'UTR del
factor necrético tumoral (TNF), el desarrollo de ileitis asociada a EC tras recibir un trasplante de
microbiota disbidtica, a diferencia de ratones silvestres , apoyando el hecho de que se requiere
cierta suceptibidad genética para el desarrollo de la patologia después de la transferencia

microbiana (57) .
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En cuanto a las comunidades microbianas en pacientes con Ell, estos presentan una
disminucién significativa del phylum Firmicutes, en particular de Faecalibactium prautnitzii
(indicador de salud en la microbiota de colon) y Roseburia (58, 59) . También se ha observado
un incremento en la familia Enterobacteriaceae, especialmente la bacteria Escherichia coli

adherente invasiva (ECAI) (60, 61).

La mayoria de los estudios que tratan sobre la composicion microbiana de pacientes con
Ell, utilizando la secuenciacién masiva de amplicones del gen 16S ARNr, consideran solo
algunas de las regiones variables del gen y el proceso de identificacion taxondmica basado en
OTUs (55, 62, 63). En estos estudios, los individuos con Ells se distribuyen como un grupo
homogéneo. Por ejemplo, Vidal y colaboradores (64) analizaron la diversidad microbiana
colbnica de pacientes espafioles con EC, utilizando secuencias de 580 pb, en promedio, v el
proceso de afiliacion basado en OPUs, y clasificaron a los pacientes en 4 grupos segun la
composicién de su microbiota. Dos de estos grupos presentan disbiosis de la microbiota en
comparacion con pacientes sanos. EI grupo CD1 presenta un incremento en la proporcion de
Bacteroidetes, mientras que el CD2 muestra un incremento en la proporcién de Proteobacteria
en comparacion a los controles. En este estudio también se describié un grupo de pacientes
diagnosticados con EC los cuales poseen una microbiota intestinal similar a los pacientes sanos
(64). Las razones por las cuales se observan estos distintos grupos para un mismo diagndstico
clinico de EC colbnica aun no han sido dilucidadas. Sin embargo, se puede pensar en una
modificacion de la comunidad microbiana de forma gradual, desde una estructura similar a la de
individuos controles (sin inflamacion intestinal) a una radicalmente distinta en paciente que han
acusado la enfermedad por afios y presentan una microbiota completamente alterada en relacién

a la proporcion de los Firmicutes versus Proteobacterias. [61] .
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En la actualidad, no existen reportes donde se haya utilizado el proceso de filiacién por
OPUs para muestras provenientes de pacientes con CU. La composicion microbiana colénica de
pacientes con CU presenta un incremento de las phyla Actinobacteria y Proteobacteria (65) ,, y
de las familias Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae, Enterobacteriaceae y Actinomycetaceae
en comparacion a pacientes control (66), y al igual que en pacientes con EC, el phylum
Firmicutes se encuentra disminuido(66). A pesar de que los individuos con CU presentan una
alteracion en su composicion microbiana, la disbiosis es mayor en EC que en CU (37) en
particular el phylum Proteobacteria que aparece incrementado significativamente en pacientes
con EC respecto a pacientes con CU y controles (67, 68). Lo anterior, de acuerdo al analisis de la
libreria de clones del 16S y DGGE, lo cual también es replicado por secuenciacién masiva de

amplicones del 16S (68).

1.7. Hipotesis del oxigeno en la disbiosis intestinal

Se sugiere que desde el nacimiento las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
consumen el oxigeno intestinal permitiendo asi un ambiente propicio para el crecimiento de
bacterias anaerobias obligadas (69). Estas observaciones se encuentran avaladas por estudios en
donde se observa un predominio de las bacterias pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria,
tolerantes al oxigeno en el intestino de recién nacidos (70, 71) . El gradiente de oxigeno en el
intestino se extiende desde el tejido a través de la interfaz de la mucosa, hacia el lumen donde
los microorganismos adyacentes al tejido consumen gran parte del oxigeno disponible,
manteniendo la mayor parte del lumen profundamente anaerébico (72). Estudios realizados con
ratones sometidos en c&maras hiperbéaricas han mostrado una alteracion en la oxigenacion

luminal del intestino, conduciendo asi una alteracion en la composicién microbiana,
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especificamente en una reduccion de las bacterias anaerobias obligadas pertenecientes al género

Anaerostipes (72).

La disbiosis en EIl es caracterizada por una reduccion de anaerobios obligados
pertenecientes al phylum Firmicutes, con un aumento en la abundancia de anaerobios
facultativos pertenecientes al phylum Proteobacteria. En este imbalance se cree que el oxigeno y
las especies reactivas de oxigeno juegan una papel importante. La “hipotesis del oxigeno” (73)
postula que la inflamacion crénica de las paredes intestinales resulta en una mayor liberacion de
hemoglobina que lleva oxigeno y especies reactivas de oxigeno en la luz intestinal, esto a su vez
crearia un microambiente favorable para el crecimiento de bacterias anaerobias facultativas, la
disminucién resultante en anaerobios obligados como F. prausnitzii que liberan compuestos
antiinflamatorios como el butirato (74), causan un aumento de la inflamacion estableciendo un
circuito de retroalimentacion positiva que acelera el proceso de la enfermedad (73)._Esta
hip6tesis ha sido evaluada en un trabajo in silico (75), en donde se recred un biofilm intestinal
compuesto por las bacterias anaerobias F. prausnitzii, B thetaiotaomicron y la bacteria anaerobia
facultativa E. coli, siendo estas representantes de los phylum Firmicutes, Bacteroidetes y
Proteobacteria respectivamente, ademas en este experimento se recrearon los niveles de &cidos
grasos de cadena corta presente en el intestino de individuos sanos. Luego de aplicar oxigeno en
el biofilm se observé que la comunidad microbana evoluciono hacia un fenotipo de Ell
caracterizado por una disminucion de F. prausnitzii, seguido por una disminucion de los &cidos
grasos propinato y butirato, ademas de aumento en la abundancia de E. coli (75). En este sentido
se refleja que el proceso de inflamacion estaria dado por un fendmeno de retroalimentacion
positiva, en donde la disbiosis induce una inflamacion en el intestino provocando un aumento en
la liberacion de oxigeno y de especies reactivas de oxigeno en el lumen amplificando asi el

proceso de disbiosis.
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Si bien el tracto gastrointestinal, y particularmente el colon, alberga un gran nimero de
bacterias (68) el intestino de los mamiferos ha evolucionado para minimizar el contacto de la
microbiota con el epitelio intestinal, asi como también detectar y destruir aquellos

microorganismos que atraviesan esa la barrera epitelial (1) .

1.8 Péptidos antimicrobianos (PAMSs) y microbiota intestinal

El mucus intestinal es la primera linea de defensa, que impide el contacto de las
bacterias con el epitelio intestinal. El intestino delgado estd compuesto por una capa de mucus,
la cual no se encuentra anclada a la superficie epitelial. Esta capa de mucus esta constituida por
lipidos, la Inmunoglobulina A secretora (IgA) y proteinas glicosiladas de alto peso molecular
denominadas mucinas secretadas por las células de Globet y de Paneth (76) . Por el contrario, el
colon posee dos capas de mucus, una gruesa capa interna la cual se mantiene firmemente unida a
las células epiteliales y otra externa, similar a la encontrada en el intestino delgado (76). Aunque
las bacterias comensales pueden residir dentro de la capa externa, éstas no penetran la capa
mucosa mas interna, minimizando asi el contacto de los microorganismos con el epitelio del
colon (76)._En pacientes con Ell se ha observado una pérdida en la integridad de la barrera
intestinal ocasionando con ello la translocacién de antigenos bacterianos. Un ejemplo de ello es
lo observado en individuos con CU, los cuales poseen una disminucion en la_sintesis y secrecion
de la mucina MUC?2, permitiendo con ello el contacto directo de la microbiota colénica con la

barrera epitelial (77).

Otro de los mecanismos utilizados por las células intestinales para minimizar el contacto

de las bacterias con el epitelio intestinal es la secrecion de potentes PAMs con actividad
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microbicida contra bacterias Gram-positivo y Gram-negativo, hongos y algunos virus envueltos,
ya que acttan perforando la membrana celular (78) . Entre los diferentes PAMSs producidos por
el intestino se encuentran la Catelicidina y las a y B Defensinas. Mientras las a-defensinas se
expresan de manera constitutiva, algunas de las p-defensinas y las Catelicidina son expresadas
bajo condiciones de inflamacién y por los componentes bacterianos, tales como el
lipopolisacarido (LPS), encontrado en la membrana externa de las bacterias Gram-negativo y el
peptidoglicano (PGN), encontrado en la pared de bacterias Gram- negativo y Gram- positivo

(79) .

1.9. Catelicidina humana (CAMP)

Las Catelicidinas, por su parte constituyen una familia de proteinas precursoras de
péptidos antimicrobianos las cuales se expresan en mamiferos, reptiles, peces y anfibios, no
obstante los seres humanos, a diferencia de otras especies, expresan sélo una Catelicidina
denominada CAMP o LL-37 (80). CAMP poseen una region amino conservada de
aproximadamente 100 residuos, denominada Catelina, la cual es flanqueada por un péptido sefial
en su regién N-terminal y por un domino carboxilo variable, el cual contiene las propiedades
antimicrobianas (80) . Luego del procesamiento de CAMP, se obtiene un péptido activo, el cual
contiene 37 aminodcidos, de naturaleza cationica y anfipatica con propiedades antimicrobianas
denominado LL-37 (81). La proteina CAMP es expresada en una variedad de células epiteliales,
entre ellas las del epitelio géstrico, intestino delgado y colon (82).

Mientras que el mecanismo de regulacion e induccion de CAMP no ha sido detallado,
otros estudios han mostrado que el gen de CAMP posee sitios de unién a factores de

transcripcion como STAT3, C/EBP PU.ly ademas, cuenta con elementos de respuesta a
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vitamina D (ERVD) en su region promotora (83). La relacion entre la induccion de Catelicidina
mediante vitamina D ha sido observada en cultivos de keratinocitos y monocitos tratados con
vitamina D y muramil dipéptido (MDP), un constituyente de la pared celular de bacterias Gram
positivo y Gram negativo (84). Muestras de biopsias de vejiga urinaria de mujeres tratadas
previamente con vitamina D, mostraron un incremento en los niveles proteicos de CAMP tras la
infeccion con la cepa uropatogénica (UPEC) E. coli CFTO7. Este incremento a su vez mejora el
efecto antibacteriano tras la infeccién con UPEC (85). En el epitelio col6nico, La proteina
CAMP se expresa al interior de las células epiteliales superficiales y en las zonas superiores de
las criptas del colon, no asi en las criptas mas profundas, sugiriendo que CAMP se expresa
principalmente en células altamente diferenciadas (86) . Los acidos grasos de cadena corta,
involucrados en la diferenciacion celular, como butirato, isobutirato y propinato, han mostrado
tener un efecto inductor en la expresion de CAMP en el epitelio col6nico (87). A diferencia de
las B-defensinas, CAMP no es inducida en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias como TNF-
a, IL-1a, TFN-y (87).

Sobre la actividad antimicrobiana, CAMP ha mostrado tener actividad bactericida contra
las bacterias Gram-negativo tales como E.coli enteropatogénica (EPEC), E.coli
enterohemorragica (EHEC) (88), Salmonella sp y bacterias Gram-positivo como E. faecalis y
Lactobacillus casei (82). Estudios en ratones deficientes para el gen de Catelicidina murino
(mCRAMP), mostraron que estos presentan un incremento significativo de la colonizacion de
Citrobacter rodentium sugiriendo un importante rol de CAMP en la inmunidad innata intestinal
(89).

En condiciones de salud la expresion y secrecion de estos PAMs, ayudan a mantener la barrera
mucosal intestinal, previniendo el contacto con microorganismos. No obstante estudios recientes

han mostrado que pacientes con Ells, posee una expresion alterada de estos PAMs (90-92) .
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1.10 Alfa (a-) defensinas

Un total de 6 tipos de a-defensinas (HDP): HNP1-HNP4 principalmente expresadas en
neutrdfilos, mientras que las HDP5 y HDP6 son expresadas de forma constitutiva,
principalmente en las células de Paneth del intestino delgado (78, 79). Debido a que el presente
proyecto se centra en el estudio de muestras de colon, no se profundizara en la descripcion de

estas defensinas.

1.10 Beta (p-)defensinas

Existen 33 genes de B-defensinas (hBD), siendo las hBD-1, hBD-2, hBD-3, hBD-4 las
mayormente estudiadas en el tracto gastrointestinal (93). Estos péptidos catidnicos pequefios son
ricos en arginina y su peso molecular varia entre los 3 y 5 kDa. Ademas, contienen 6 cisteinas
gue participan en la formacién de puentes disulfuro intramoleculares (94). Mientras que hBD-1
se expresa de manera constitutiva en las células de Globet, enterocitos y las células de Paneth en
el ileo, hBD-2-4 son expresadas en bajas cantidades en condiciones normales, siendo inducidas
durante condiciones de inflamacion en el colon (95, 96) . Sobre los mecanismos involucrados en
la expresion de las B-defensinas, el de hBD-2 es el que ha sido mayormente estudiado. La
expresion de hBD-2, en las lineas celulares Caco-2 y HT-29, es rapidamente inducida bajo la
estimulacion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-1B y por componentes bacterianos
como el LPS y el PGN (79) . Las bacterias patogénicas Salmonella dublin, E.coli 029: NM asi
como también algunas cepas probidticas, median la induccién de hBD-2 en células Caco-2 (95,

97). Anélisis utilizando el gen reportero luciferasa y mutaciones sitio dirigidas mostraron que los
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sitios de union para NF-kp y AP-1 en el promotor de hBD-2, son requeridos para la induccion de

ésta defensina con E.coli Nissle 1917(98). .

En cuanto a la actividad antimicrobiana de las B-defensinas, estudios in vitro han
mostrado que hBD-1 posee una pobre actividad bactericida en su forma oxidada, sin embargo la
reduccion de sus puentes de disulfuro hace que hBD-1 se transforme en potente péptido
antimicrobiano contra bacterias comensales Gram positivo pertenecientes al género de
Bifidobacterium y Lactobacillus (96). Por otro lado hBD-2 ha mostrado tener una actividad
particularmente eficaz contra bacterias Gram-negativo pero relativamente menos potente contra
bacterias Gram-positivo (97) . Su actividad bactericida ha sido demostrada in vitro contra las
bacterias Gram-negativo E. coli, P.aeruginosa, A. baumannii y Gram positivo como E. faecalis,
E. faeciumy S. aureus (99). hBD-3 posee una amplia actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram positivo como S. aureus y S. pyogenes, E. faecium(89), y bacterias Gram-negativo como
E. coli y P. aeruginosa (100) . Mientras que para hBD-4 se ha demostrado su actividad

antimicrobiana contra E. coli, P .aeruginosa y S. aureus (90).

1.12 Expresion de PAMs en El|

Los pacientes con EII presentan alteraciones en la expresion tanto de CAMP y B-
defensinas en la mucosa del colon. En cuanto a CAMP, pacientes con CU presentan elevados
niveles de expresion de ARNm para este PAM, en comparacion a muestras control (90) . En
contraste a lo anterior, los niveles de ARNm de CAMP en pacientes con EC no presenta
diferencias significativas en comparacion a pacientes control, independiente al grado de
inflamacion de la mucosa (90) . En el caso de las defensinas, se ha descrito que pacientes con

EC y CU presentan una disminucion en los niveles de ARNm de hBD-1 en comparacién a los
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controles, mientras que los niveles de ARNm de hBD-2 en pacientes con EC esta levemente
incrementada con respecto a pacientes sanos y es significativamente menor en comparacion a
pacientes con CU (91, 92, 101, 102). La deficiencia en la expresién de hBD-2 en pacientes con
EC podria estar correlacionada con un bajo numero de copias del gen hBD-2 (menos de 4
copias por genoma) en comparacién a pacientes sanos y pacientes con CU (mayor o igual a 4
copias por genoma) (103) . No obstante un estudio realizado en pacientes con EC en Nueva
Zelanda, mostr6 que pacientes con mas de 4 copias para hBD-2 posee un mayor riesgo a
desarrollar EC que aquellos que poseen menos de 4 copias para hBD-2 (104) por lo tanto el
nimero de copias no seria la Unica explicacion por la cual se observa una expresion disminuida

de hBD-2 en pacientes con EC.

La menor expresion relativa de los transcritos de PAMSs en pacientes con EC en
comparacion a CU, da cuenta de una respuesta diferente en la defensa mucosal innata entre estos
dos cuadros clinicos. Hasta la fecha no se han realizado estudios para determinar si la expresion
diferencial de PAMs se asocia con la disbiosis observada en los pacientes con EC y CU en
comparacion a sujetos control. No obstante Salzman y colaboradores (105) observaron que
ratones de la cepa FVB (expresan el transgen DEFAS5 de una a-defensina humana), presentan
una disminucion en el phylum Firmicutes y un incremento de Bacteroidetes en comparacion con
ratones silvestres. Ademas, ratones de la cepa B6 deficientes de matrisilina (MMP-7, una enzima
requerida para el procesamiento de a-defensinas), presentan un incremento del phylum
Firmicutes y disminucion de Bacteroidetes en comparacién con ratones silvestres (105). Estos
resultados dan cuenta de la importancia de las defensinas como reguladores de la composicion
microbiana intestinal en un modelo ratén (105).

Sumado a lo anterior, la bibliografia reporta que en pacientes con EC y CU se observa

una disbiosis de la microbiota bacteriana, en donde la proporcion del phylum Proteobacteria se
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ve incrementado en pacientes con EC en comparacion con controles y pacientes con CU.
Adicionalmente, también se han descrito niveles de expresion relativa distintos para CAMP y -
defensinas en pacientes con EIll respecto de sujetos sanos. Considerando todo lo expuesto
anteriormente, se propone como hipoétesis que “El aumento de la poblacién de Proteobacterias
en la mucosa intestinal, observado en los pacientes con EC respecto de pacientes con CU, se
asocia con la disminucion en la expresion relativa de los transcritos de CAMP vy defensinas
(hBD2-4)”. Una vez obtenidos los resultados de microbioma y presencia de PAMs en los tres
grupos de pacientes en estudio en este proyecto, se aplicard un enfoque de biologia de redes
(106, 107) esperando poder establecer in silico una red de asociaciones entre grupos que
componen la microbiota y la presencia de PAMSs particulares. Esta aproximacién permitira
identificar una correlacion bioldgica entre los grupos taxonémicos y niveles de expresion de
PAMs. Lo anterior es relevante, considerando que estas redes proporcionaran un marco teérico
para la compresién de aquellas interacciones que mantienen el balance entre la salud y

enfermedad, en este caso EC y CU, el cual podra ser comprobado en estudios futuros.
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HIPOTESIS

El aumento de la poblacion de Proteobacteria observado en la mucosa intestinal de los
pacientes con EC respecto de pacientes con CU, se asocia con la disminucion en la expresion de

PAMs CAMP y hBD2-4

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la microbiota bacteriana intestinal desde biopias de colon y los niveles de PAMs,

CAMP y hBD2-4, en mucosa intestinal de pacientes con EC, CU y controles.

Obijetivos especificos

Obijetivo especifico 1: Determinar la composicion de la microbiota bacteriana de biopsias de

colon de individuos con EC, CUy CTL.

Obijetivo especifico 2: Construir redes de asociacién bioldgica entre la microbiota bacteriana

colénica en individuos con EC, CU y CTL.

Obijetivo especifico 3: Determinar los niveles de expresion de los PAMs, CAMP y hBD2-4, en

individuos con EC, CUy CTL.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reclutamiento de pacientes y obtencién de biopsias

En este estudio se incluyeron individuos con EC, CU y controles (CTL) de edad adulta
(26-73). Se colectaron biopsias de colon de 20 pacientes chilenos diagnosticados con EC
(EC_CH), 20 pacientes chilenos diagnosticados con CU (CU) y 9 individuos controles chilenos
sin diagndstico de EIl (CTL_CH). Es importante destacar que en el presente estudio los
individuos CTL correspondieron a personas que fueron sometidas a colonoscopia por
antecedentes familiares de cancer de colon y que no presentaron signos de enfermedad
inflamatoria intestinal, lo que no significa que sean individuos sanos y sin algun tipo de
patologia. En este contexto, se eliminaron las muestras 83CTL_CH y 84CTL_CH, ya que
presentaron adenoma velloso, adicionalmente se retiraron las muestras 66CTL_CH vy
85CTL_CH por presentar una microbiota similar a los individuos con adenoma y no dar certeza

de ser individuos CTL sin patologia inflamatoria (Tabla 2, Materia suplementario figura 1y 2).

Para la obtencion de cada muestra se conté con la firma de un consentimiento informado
y con la aprobacion de los Comité Etica Institucionales, de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile y Clinica las Condes. Como criterio de exclusién, no se colectaron
muestras de pacientes sometidos a tratamiento antibidticos con un mes de anterioridad a la

colonoscopia.
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Adicionalmente, con la finalidad de aumentar nuestro tamafio de muestra, se incluyeron datos de
17 pacientes espafioles diagnosticados con EC (EC_ES) y 7 individuos CTL de la misma
nacionalidad (CTL_ES). Los pacientes del estudio con Ell fueron categorizados segun sus
caracteristicas clinicas, tales como actividad endoscopica, localizacién de lesiones intestinales,
fenotipo y tratamiento. La localizacién de lesiones y fenotipo de la EC fueron definidas
utilizando la Clasificacién de Montreal, distinguiéndose los pacientes con lesiones en ileon,
colon e ileocolon; y fenotipos inflamatorio, estenosante y/o fistulizante (34). En pacientes con
CU, los hallazgos endoscdpicos fueron graduados segln el subindice endoscépico de Mayo,
donde el indice 0 es remision, 1 actividad leve, 2 moderada y 3 severa (39) (Tabla 2 ). Un score
> 3 en EC y un subindice > 2 en CU fueron definidos como enfermedad endoscopicamente
activa. La extension de la CU también fue definida mediante la Clasificacion de Montreal en
(34) proctitis, colitis izquierda y colitis extensa (38). Las biopsias de 1 mg de peso aproximado y
con un tamafio de 2mm?® fueron colectadas durante la colonoscopia. Las biopsias fueron
colocadas inmediatamente en tubos estériles y almacenados a -80 ° C para la extraccion de

ADN/ARN.
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Tabla 2. Datos clinicos de pacientes

Aiio de

Medicacién (al menos 3

Grupo Muestra Pais Diagndstico L Sexo Cirugia Actividad Localizacién Extensién Comportamiento indice Mayo
nacimiento meses)
25EC_CH Chile EC 1960 M No Activa L3 B1 Sin tratamiento
31EC_CH Chile EC 1980 M Si Activa L1 B1 Infliximab + Inmuran
- 1963 M Si Remision Agente inmunosupresivo
2EC_ES Espafia EC L3 B3
10EC_ES Espafia EC 1949 (2 Si Activa L1 Bl Mo
1BD-1 12EC_ES Espafia EC e M No Remisién L1 B2 R INTUNEEMRREERD
24EC_ES Espafa EC 1989 F Si Remisién L1 B3 Agente inmunosupresivo
Salofalk + Prednisona+
57CU Chile cuU 1950 M No Activa E3 2 Azatioprina
62CU Chile cuU 1965 F Si Activa E3 1 Salofalk 4gr
1955 F Si Remision 5 Aminosalicylates
4EC_ES Espafia EC L1 B2
1992 M Si Agente inmunosupresivo
5EC_ES Espafia EC Activa L3 B2
IBD-2
si
6EC_ES Espafa EC 1958 M ! Remisién L2 B2 5 Aminosalicylates
8EC_ES Espafia EC 1974 F No Activa L3 B3 No
9EC_ES Espafa EC 1976 F Si Activa L1 B3 Antagonista de TNF
29EC_CH Chile EC 1994 M No Activa L3 B1 Sin tratamiento
39EC_CH Chile EC 1944 F Si Activa L1 B2 Azatioprina
IBD-3 69EC_CH Chile EC 1991 F Si Activa L3 B2 Infliximab
1EC_ES Espafia EC 1975 M Si Activa L3 Agente inmunosupresivo
59CcyU Chile cyU 1949 M Si Activa E3 1-2 Azulfidine
60CU Chile cuU 1983 M No Activa E2 1 Metotrexato
Certolizumab Pegol +
36EC_CH Chile EC 1983 F No Activa L3 B1 Metotrexato
67EC_CH Chile EC 1972 F Si Activa L2 Blp Azatioprina + Metronidazol
Buscapina, Fentanyl,
68EC_CH Chile EC 1984 M Si Activa L1 B1 midazolam
66CTL_CH Chile Control 1972 M No
1BD. 83CTL_CH* Chile Control 1960 F No
-5 84CTL_CH* Chile Control 1953 M No
85CTL_CH Chile Control 1954 F No
Salofalk oral + Hidrocortisona
55CU Chile cy 1971 M No Activa E3 3 ev
61CU Chile cyU 1990 F No Activa E3 2 Azulfidine
77CcY Chile cyU 1973 F No Activa E3 1 Azulfidine
79CU Chile CuU 1965 F No Activa E3 2 Infliximab + Metotrexato




Afio de

Medicamentos

Grupo Muestra Pais Diagnéstico nacimiento Sexo Cirugia Actividad |Localizacién | Extensién | Comportamiento | Indice de Mayo (Al menos 3
meses )
Infliximab +
26EC_CH Chile EC 1988 M Si Activa L1 B1 Azatioprina
27EC_CH Chile EC 1936 F No Activa L2 Blp Mesalazina
32EC_CH Chile EC 1988 F No Activa L2 B1 Sin tratamiento
33EC_CH Chile EC 1984 M No Activa L3 B1 Infliximab
38EC_CH Chile EC 1982 F No Activa L2 Mesalazina
71EC_CH Chile EC 1970 F No Activa L3 B1 Sin tratamiento
Infliximab+
72EC_CH Chile EC 1983 M Si Activa L2 Blp Azatioprina
73EC_CH Chile EC 1978 M No Remision L2 B1 Azatioprina
Azatioprina +
74EC_CH Chile EC 1980 F No Activa L3 B1 Pensata
75EC_CH Chile EC 1967 M No Activa L2 B1 Corticoides
76EC_CH Chile EC 1964 F No Activa L2 B1 Sin tratamiento
87EC_CH Chile EC 1985 F No Activa L2 B1 Hidrocortisona ev
© Agente
1EC_ES EC S oA & Remisién L1 B3 inmunosupresivo
- Agente
3EC_ES EC 1967 ™M Si Remisién L3 B2 inmunosupresivo
EC 1983 F No Activa L3 B1 Antagonista de TNF
Agente
EC 1977 F No inmunosupresivo
Control 1952 M No
Control 1965 M No
Control 1945 %) No
Control 1953 M No
Control 1936 F No
IBD-4 Control 1938 M No
23CTL_ES Control 1961 F No
63CTL_CH Control 1985 M No
64CTL_CH Control 1966 F No
65CTL_CH Control 1966 F No
80CTL_CH Control 1977 F No
81CTL_CH Control 1977 F No Remision E3 o
No salofalk 4 + calcio +
41CcuyU Chile cu 1966 M Activa E1 3 Bion 3
4a2cuU Chile cu 1986 F Si Activa E3 3 Sin tratamiento
4a4CcuyU Chile cu 1993 M No Activa E2 2 Azatioprina
45CcuU Chile cu 1974 F No Activa E3 1 Infliximab
47cyU Chile cu 1978 M Si Activa E3 3 Salofalk / Pentasa
48CU Chile cu 1991 F No Activa E3 1-2 Mesalazina
Azatioprina/
50CcuU Chile cu 1979 F No Activa E3 1 Salofalk
51cuU Chile cu 1982 F Si Activa E2 3 Immuran / Salofalk
Azatioprina/
52CcuU Chile cu 1972 M No Activa E3 1 Mesalazina
Infliximab /
Salofalk / Inmuran
/ Cbal-D /
53CcuU Chile cu 1958 F Si Activa E1 2 Omeprazol
56CU Chile cu 1978 M No Activa E3 1 Azulfidine
78CU Chile cu 1991 M Si Activa E3 2 S5 Asa

32
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2.2. Extraccion de &cidos nucleicos, amplificacion del 16S y pirosecuenciacion

Desde las muestras de biopsias se extrajo el ADN/ARN total utilizando E.Z.N.A.
DNA/RNA Isolation kit (Omega-Bio-Tek) siguiendo las indicaciones del fabricante. A partir del
ADN extraido, se amplificO mediante PCR el gen rDNAL16S para cada muestra, utilizando los
partidores  universales GM3  (5"-AGAGTTTGATCMTGGC-3") 'y 907r (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3), considerando 30 ciclos de amplificacion. A partir del
producto amplificado se realiz6 un segundo PCR (PCR anidado), que consisti6 en 7 ciclos de
reaccion para cada muestra. Lo anterior, permitié incorporar al producto de la primera
amplificacién los adaptadores para la plataforma de secuenciacion, una secuencia TCAG dictada
segun lo los requerimientos de la plataforma de secuenciacion GS FLX+ y un identificador
maultiple, el cual permite identificar una muestra especifica desde un grupo de muestras enviadas
a secuenciacion (Tabla 3). Los productos de PCR fueron purificados utilizando E.Z.N.A. Gel
Purification kit (Omega-Bio-Tek), siguiendo las indicaciones del fabricante. La concentracion
del producto purificado fue cuantificada utilizando el equipo Synergy HT spectrophotometer
(BiotekTM), y finalmente enviado a secuenciar como un pool conteniendo una concentracion
equimolar de cada una de las muestras. Estas fueron enviadas a secuenciar a Macrogen (Seul

Korea) utilizando la plataforma de secuenciacion 454 GS-FLX+.



Tabla 3. Partidores para secuenciacion en plataforma 454.

Partidores 454-pyrosequencing

Nombre Secuencia 5° - 3’
454-Bact F 1 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC AGAGTTTGATCMTGGC
1 454-UnivR 1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
2 454-UnivR 2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTITGAGTTT
3 454-UnivR 3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
4 454-UnivR 4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGA CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
5 454-UnivR 5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
6 454-Univ R 6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTITGAGTTT
7 454-UnivR 7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTITGAGTTT
8 454-Univ R 8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTITGAGTTT
9 454-UnivR 9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
10 454-Univ R 10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
11 454-UnivR 11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
12 454-UnivR 12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTITGAGTTT
13 454-Univ R 13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
14 454-Univ R 14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CGAGAGATACCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
15 454-Univ R 15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
16 454-Univ R 16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
17 454-Univ R 17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
18 454-UnivR 18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
19 454-UnivR 19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
20 454-Univ R 20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
21 454-Univ R 21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
22 454-Univ R 22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
23 454-Univ R 23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CCGTCAATTCMTTTGAGTTT

Adaptador A, Adaptador B,

, Identificador multiple, secuencia 16S

2.3. Trimado de secuencias, verificacion de quimeras, agrupacion de OTUs

para las secuencias de rDNA16S obtenidas a partir de la secuenciacion con 454. Se eliminaron
aquellas lecturas de baja calidad, en decir aquellas con menos de 300 pb, mas de 8
homopolimeros y ambigiedad en los partidores. Las quimeras fueron eliminadas mediante
Chimera Uchime implementado en Mothur (105). Las secuencias fueron agrupadas dentro de

OTUs al 99% de identidad, utilizando la herramienta UCLUST incluida en QUIIME (106). La

Los datos fueron procesados utilizando la herramienta Mothur pipeline para el andlisis

lectura més abundante de cada OTU fue seleccionada como representativa.
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2.4 Construccion de arbol filogenético y asignacion de OPUs

Las lecturas de los OTUs representativos fueron alineadas mediante SINA (107),
incluido en el programa ARB 6.0 (8), e incorporadas mediante parsimonia a un arbol
previamente construido y agrupado en OPUs en el estudio de muestras espafiolas (61), utilizando
la base de datos LTP111 de SILVA(108). Aquellas lecturas que no fueron circunscritas dentro
de los OPUs previamente construidas, fueron alineadas e incorporadas a la base de datos LTP
123, seleccionando de ella las secuencias relativas mas cercanas para cada OTU. Las bases de
datos LTP111 de SILVA y LTP 123 se fusionaron construyendo asi un arbol filogenético
mediante el algoritmo neighbor joining con la correccion de Jukes-Cantor y afadiendo un filtro
conservador del 30% para eliminar las posiciones hipervariables. Todas las alineaciones fueron
revisadas y supervisadas manualmente. Para la reconstruccion final del arbol, las secuencias
relativas mas cercanas fueron seleccionadas con un conjunto adicional de aproximadamente 750
secuencias de apoyo (el de mas alta calidad en el LTP y cubriendo una representacion
equilibrada de todos los phyla principales de los dominios Bacteria y Archaea) construyendo asi
el arbol filogenético mediante neighbor joining. El grupo de Archaea de la base de datos LTP
123 fue utilizado para formar la raiz de arbol, la estabilidad de las ramas (Ilamada NJ_30) se
evaluaron usando el anélisis de bootstrap implementado en el software ARB. Las secuencias
OTU finalmente se insertaron en el arbol usando la herramienta de parsimonia de ARB. Las
secuencias OTUs se agruparon en OPUs basadas en una inspeccion manual del arbol NJ_30,
definiendo como un OPU al clado monofilético méas pequefio que contiene una 0 mas secuencias
amplificadas que se unen con al menos una secuencia de referencia. En esta tesis cada vez que se

hable de un OPU se hard referencia a la especie bacteriana afiliada. EI nimero de acceso
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respectivo, mas el nombre de la bacteria respectivo al OPU indicado se presenta en el Materia

suplementario, tabla 1.

2.5. Andlisis estadisticos

La abundancia de lecturas para cada OPU y por cada muestra fue codificada como una
matriz de datos. Para la normalizacion de datos, los recuentos de lectura fueron transformados a
abundancias relativas. Las curvas de rarefaccion y los analisis de B-diversidad se calcularon
utilizando los paquetes "betapart"(109) y "vegan'(110) incluidos en el programa RStudio. Para
la comparacion de grupos se utilizd en analisis de varianza (ANOVA) seguido por el test de
comparaciones multiple Bonferroni utilizado el programa RStudio. Un p<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. Los analisis de dependencia de variables se realizaron mediante el
test ¥* de Pearson. Para ello se cre6 una tabla de contingencia tomando en cuenta el numero de
individuos identificados con las variables a analizar, considerando un p<0.05 como
estadisticamente significativo. Mediante el analisis de residuos del test > se realizaron analisis
de correspondencia entre las variables categdricas mediante el programa RStudio.

Para los analisis de agrupamiento, los datos fueron transformados aplicando la
correccion log(x+1). Los analisis de componentes principales (PCA) fueron realizados utilizado
el programa STAMP (version 2.1.3), mientras que para los dendogramas se utilizé el programa
RStudio, utilizando el paquete “Vegan”. Para comparar las medias de los niveles taxonémicos de
los distintos grupos se utilizd el test Kruskal-Wallis. Para las diferencias estadisticamente

significativas se utilizo el test a post-hoc Pairwise Wilcox.
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2.6 Especies indicadoras

En este estudio, se determinaron aquellos OPUs indicadores que permiten discriminar
cada uno de los grupos a nivel microbiolégico, mediante el programa R-3.3.2, utilizando el
paquete “Indicspecies”, siguiendo el protocolo de De Caceres y Legrendre (111). El orden
jerarquico de especies indicativas se determiné por el valor stat, definido como la significancia
de la asociacion entre las especies y el tipo de muestra o sitios de origen (111). De la lista de las
especies indicadoras entregadas por el programa, se seleccionaron aquellas que tuviesen el
mayor promedio de abundancia por OPU y por grupo, y que ademas estuviesen representadas en

mas de la mitad de las muestras.

2.7 Transcripcion reversa y PCR-tiempo real (QRT-PCR)

Se extrajo ARN total desde cada muestra de biopsia. La integridad de la extraccion del
ARN fue determinada mediante gel de agarosa y cuantificada mediante el equipo Synergy HT
spectrophotometer (BiotekTM). Posteriormente las muestras fueron tratadas a 37°C por 30-60
minutos con 20-50 U de DNAsa libre de RNAsa (Roche) y el ADNc se obtuvo transcribiendo
300ng de ARN utilizando Transcriptasa Reversa (Fermentas). Mediante la técnica de PCR-
tiempo real se estimaron los niveles de expresion génica de los PAMs CAMP y hBD-2. La
cuantificacion fue realizada en un equipo Agilent AriaMX10 usando Fast EvaGreen qPCR

Master Mix (Biotium), utilizando los partidores descritos en la Tabla 4.



Tabla 4. Partidores para qRT-PCR de PAMs.
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Nombre PAMs Partidor cita
CAMP- Forward CAMP 5’-GGAAGCTGTGCTTCGTGCTATAGA-3’ *
CAMP-Reverse CAMP 5’-CAGGATCGCCTATACCACCAA-3’ *
hBD-2. Forward hBD-2 5’GTTGCCGGAAGAAATGTCG-3’ *
hBD-2.Reverse hBD-2 5’-CAGGATCGCCTATACCACCAA-3’ *
hBD-3-Forward hBD-3 5’-TTTGGTGCCTGTTCCAGGTCAT-3 (112)
hBD-3-Reverse hBD-3 5 TCCTTTGGAAGGCAGCTGAGCA-3’ (112)
hBD-3.2-Forward hBD-3 5’-TCTCAGCGTGGGGTGAAGC-3’ (113)
hBD-3.2-Reverse hBD-3 5’- CGGCCGCCTCTGACTCTG-3’ (113)
hBD-3.3-Forward hBD-3 | 5°- TGAAGCCTAGCAGCTATGAGGATC-3’ | (103)
hBD-3.3-Reverse hBD-3 5’- CCGCCTCTGACTCTGCAATAA-3’ (103)
hBD-4-Forward hBD-4 | 5°- TCAAGATCTTCCAGTGAGAAGCGA-3’ | (112)
hBD-4-Reverse hBD-4 5’- TCTTGGCTGCGACATTTCTTCC-3’ (112)
hBD-4.2-Forward hBD-4 5’- AGCCCCAGCATTATGCAGAGA-3’ (113)
hBD-4.2-Reverse hBD-4 5’- GCGACTCTAGGGACCAGCACTAC-3’ (113)
GADPH- Forward GADPH 5’- AACCTGCCAAATATGATCAC-3’ (114)
GADPH-Reverse GADPH 5’-GTTGTCATACCAGGAAATGAG-3’ (114)
18s-Forward 18s 5’GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3’ (115)
18s-Reverse 18s 5’- CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG -3’ (115)

*Partidores generados en este estudio.
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2.8. Correlaciones y red bacteriana

Dada la matriz de abundancia de cada OPU por paciente, se analizaron correlaciones
entre los distintos OPUs utilizando el algoritmo “corrplot” (116) del programa R, basandose en
el coeficiente de correlacion de Pearson. La red de correlaciones fue generada a partir del

programa qgraph proveniente de la libreria del programa R.
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3. RESULTADOS

3.1 Objetivo especifico N°1: Determinar la composicion de la microbiota bacteriana

de colon en pacientes con EC, CUy CTL.

3.1.1 Comunidades microbianas en individuos EIl'y CTL

El presente estudio de la microbiota asociada al epitelio del colon fue realizado a partir
de muestras de biopsias de mucosa intestinal de 20 pacientes chilenos diagnosticados con
enfermedad de Crohn (EC_CH), 20 muestras de pacientes chilenos diagnosticados con CU y 9
de individuos controles chilenos (CTL_CH), 17 pacientes espafioles diagnosticados con
enfermedad de Crohn (EC_ES) y 7 pacientes controles de la misma nacionalidad (CTL_ES). Los
resultados de la pirosecuenciacién arrojaron un total de 483818 lecturas con un promedio de
5506 lecturas por muestra (Tabla 5). Luego de remover secuencias cortas (<300 pb) y de baja
calidad, la base de datos se redujo en un 26.3%. Se identificaron un total de 614 OPUs con un
promedio de 88 OPUs por muestra. La relacion entre el nimero de OTUs y OPUs y el nimero
de lecturas asociadas por muestra es presentada en la Figura 1Ay 1B. En ellas se observa que las
curvas de rarefaccion de OPUs se acercaron a la saturacion con un nimero mucho menor de
lecturas que el observado para las curvas de OTUSs, lo que estaria indicando una sobreestimacion

de las unidades taxondmicas (diversidad) cuando se utiliza un enfoque tradicional de OTU.



Tabla 5. Distribucion de lecturas y OPUs por grupo.

Tota EC ES EC_CH CTL ES CTL_CH W
N°Total de lecturas 483318 109253 14319 42888 50112 138370
Individuos totales 69 13 2 7 9 20
Lecturas removidas LT118(263%) | 13%1(1229%) | So63L(388%) | 6955(162%) | 630(126%) | 44851 (324%)

Promed "m;er?”'as por 506 (+974) 7377(22810) 5A0(:3866) | SLo7(+1470) | asea201n) | 4675(£1808)

Promedio de OTUs al 99% 24 219 148 194 ) 215
Promedio de OPUs 8 8 o1 101 8 8

*Dentro de los 9 individuos CTL_CH, dos de ellos poseen adenoma velloso y dos de ellos
cancer de colon por cuanto fueron retirados de los futuros analisis. Los detalles de estos
pacientes se destacan en la seccion materiales y métodos Tabla 2.
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Figura 1. Curvas de rarefaccion. Las curvas de rarefaccion fueron realizadas segin la
deteccion de OTUs A) y OPUs B) por cada una de las muestras de EC (rojo), CU (naranjo) y
CTL (verde). Cada una de las lineas representa una muestra independiente.

De acuerdo a los datos de diagnéstico clinico obtenidos por los centros hospitalarios,
observamos que dos de las nueve muestras clasificadas como individuos CTL poseen adenoma
velloso, pdlipo premaligno del tracto gastrointestinal precursor de cancer colorectal (117) . Se ha
reportado que sujetos diagnosticados con adenoma velloso, poseen una disbiosis de su
microbiota coldnica adherente, en comparacion a individuos que no poseen adenoma (118).
Teniendo en cuenta estos antecedentes realizamos analisis de similitud entre los individuos CTL

segln la abundancia relativa de los OPUs por cada muestra. Utilizando el indice de Bray-Curtis
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observamos que los individuos con Adenoma velloso, mas dos de las muestras clasificadas CTL,
se separaban en un cluster distinto al resto de los individuos CTL (Materia suplementario Figura
1), presentando una microbiota abundante en Proteobacteria (Materia suplementario Figura 2),
caracteristica comun en individuos con céncer colonico (118). Considerando estos resultados, se
decidid eliminar estas cuatro muestras CTL de los analisis, continuando con las cinco muestras
CTL restantes (64CTL_CH, 65CTL_CH, 80CTL_CH, 81CTL_CH) para el resto de los

analisis.

De acuerdo su composicion microbiana, es decir el nimero de lecturas asignadas a cada
OPU por individuo, los andlisis de PCA no muestran una diferenciacion de los individuos con
EC, CU y CTL (Figura 2A). Ademas segin su composicion microbiana observamos que los

individuos chilenos se agrupan en conjunto con los individuos espafioles (Figura 2B).
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Figura 2. Andlisis de agrupamiento de muestras. Segun la abundancia relativa de los OPUs
por cada individuo se realiz6 una matriz de distancia utilizando el indice de similitud de Bray-
Curtis. Para el andlisis de PCA la clasificacion de cada muestra segtin su condicion clinica (EC,

CU O CTL) (A) o

su pais de origen (Chile o Espafia) (B) fue utilizada como variable

explicativa, mientras que la abundancia relativa de los OPUs como la variable respuesta. Los
datos se normalizaron utilizando la transformacién de log(x+1). La agrupacion de muestras y la
significacion de los ejes se analizaron mediante ANOVA.
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En estudios previos realizados con muestras fecales se observo que individuos con EC
poseen una mayor abundancia del phylum Proteobacteria en comparacién a individuos con CU
y CTL [62]. En nuestro estudio realizado con muestras de biopsias, observamos una mayor
abundancia relativa para el phylum_Proteobacteria en los individuos con EC (31.53%) y CU
(28.74%), siendo estas diferencias significativas con respecto a CTL (4.82%, EC vs CTL, p=
1.1e-4; CU vs CTL, p= 5.2e-3, Figura 3A). Ademas, contrario a lo planteado en nuestra
hipétesis y a lo observado en estudios anteriores [62], no se observaron diferencias significativas
en el phylum Proteobacteria entre las muestras de biopsias de los pacientes con EC y CU.
Nuestra descripcion de la microbiota de pacientes con Ell, permitio observar que para el phylum
Firmicutes los individuos CTL presentaron una mayor abundancia relativa (66.28%) en
comparacion a los individuos con EC (40.78% p=1.8e-3). Al igual que en otros estudios basados
en la caracterizacion de la microbiota de heces [62], en este trabajo tampoco se observaron
diferencias significativas entre individuos CTL y pacientes con CU (50.00%) para el phylum
Firmicutes (Figura 3B). Sumado a lo anterior, no se observaron diferencias significativas en los
phylum Bacteroidetes y Actinobacteria entre los diferentes grupos estudiados (Figura 3C, D).
Ademas, de acuerdo a nuestros resultados los individuos con CU y CTL presentan una
microbiota adherente similar, mientras que los individuos con EC una dishiosis mayor. La
descripcion de la composicion microbiana entre individuos, tampoco permitio observar
diferencias en las abundancias relativas de las cuatro phyla mencionadas entre sujetos chilenos y
esparioles, mostrando que independiente del pais de origen la microbiota adherente intestinal de

estos individuos es similar (Figura 4)
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Figura 3. Abundancia relativa a nivel de phylum. Las abundancias para los phylum A)
Proteobacteria B) Firmicutes C) Bacteroidetes y D) Actinobacteria, fue realizada de acuerdo a
la abundancia relativa de las lecturas por muestras asignadas a cada taxén. Los valores
significativamente diferentes son indicados con barras y asteriscos siendo **p <0.001
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Figura 4. Comparacion de abundancia relativa a nivel de phylum segun la condicién
clinica y el pais de origen de los individuos en estudio. En A) Proteobacteria, B) Firmicutes,
C) Bacteroidetes y D) Actinobacteria. En verde se encuentran los individuos CTL y en rojo
pacientes con EC. No se observaron diferencias significativas entre estos individuos

3.1.2 Distribucion de individuos con Ell y CTL segin su composicion microbiana

En el estudio previo realizado con las muestras de biopsias de los individuos espafioles,
en el que se utiliz6 la sistematica de OPUs para el analisis de la microbiota (63), se logro
observar que segun su composicién microbiana los pacientes con EC se clasificaban en 4 grupos

distintos, en donde el grupo denominado CD1 obtuvo una predominancia de Bacteroidetes en



48

comparacion al resto de los grupos, mientras las abundancias para CD2 fue de Proteobacteria y
para CD3 de Firmicutes. ElI grupo CD4 presentaba una composicion similar a los individuos
control, cuya microbiota fue abundante en Firmicutes, sequido por Bacteroidetes. Considerando
tanto las muestras obtenidas de individuos chilenos como de espafioles y segun la abundancia
relativa de los OPUs por cada uno de los individuos, se realizd una matriz de distancia utilizando
el indice de similitud de Bray-Curtis construyendo asi un dendograma. En el dendograma se
pueden observar con claridad la presencia de 5 clados distintos (Figura 5). El primero de ellos
denominado grupo ElI-1, se corresponde con el grupo CD1 del estudio espafiol y esta
constituido por cuatro muestras de pacientes espafioles con EC (EC_ES), dos muestras de
pacientes chilenos con EC (EC_CH) y dos muestras de pacientes con CU; el grupo denominado
Ell-2, se corresponde con el grupo CD2 y esta conformado s6lo por muestras espafiolas de
pacientes con EC; el grupo Ell-3 correspondiente a CD3, incluye una muestra EC_ES, tres
EC_CH y dos CU; el grupo Ell-4 esta formado por 2 muestras espafiolas, pertenecientes al grupo
CD4 del estudio espafiol, catorce individuos EC_CH, doce con CU, siete individuos CTL_ES y
cinco CTL_CH (Figura 5). Ademas, el dendograma deja ver un nuevo grupo obtenido en este
estudio, denominado EIlI-5, el cual comprende tres muestras EC_CH y cuatro muestras con CU
(Figura 5). Es importante recordar que todas las muestras de pacientes con CU corresponden a

pacientes chilenos.
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Figura 5. Analisis de agrupamiento de muestras chilenas y espafiolas con EC, CU y CTL.
Segun la abundancia relativa de los OPUs por cada individuo, se realizdé una matriz de distancia
utilizando el indice de similitud de Bray-Curtis. El andlisis del dendograma representa la
similitud entre los sujetos segun la abundancia relativa de los OPUs por cada muestra, pudiendo
observar que los individuos con EC, CU y CTL se distribuyen dentro de los grupos Ell-1, ElI-2,
Ell-3, Ell-4 y EIlI-5. En rojo se distinguen los individuos con EC, en naranjo los individuos con
CU mientras que en verde los individuos CTL.

Dado el agrupamiento de los individuos en Ell-1, Ell-2, ElI-3, Ell-4 y EII-5 y las
caracteristicas del pais de origen (Chile, Espafia), sexo (femenino o masculino, diagndstico
clinico (EC, CU O CTL), tratamiento (Sin tratamiento, 5-ASA, corticoides, inmunosupresores 0
tratamiento bioldgico), cirugia (reseccion de parte del intestino), se cre6 una tabla de
contingencia (Tabla 6). Mediante el test de 2, a pesar de encontrar asociaciones positivas y
negativas entre los grupos y las variables mencionadas, estas no fueron significativas (p=0.08)

(Figura 6).



Tabla 6. Matriz de contingencia
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pais diagndstico tratamiento cirugia
GRUPO | Chile Espaiia M F EC Ccu CTL S.T 5_ASA Cort Inmprs T8B SI NO
Ell-1 4 4 6 2 6 2 0 2 2 1 5 1 5 4
Ell-2 0 6 2 4 6 0 0 1 2 0 1 1 4 2
Ell-3 5 1 4 2 2 0 1 1 0 3 1 4 2
Ell-4 30 9 10 20 15 12 12 16 1 3 1 6 9 30
Ell-5 7 0 2 5 3 4 0 0 4 1 3 2 2 5

Con el nimero de individuos observados entre la combinacion de la variable grupo Ell-1,ElI-2,
Ell-3, Ell-4, EIlI-5 y las variables de pais de origen, género, cirugia, diagnéstico clinico y
tratamiento se cre6 una matriz de contingencia. El test x> fue utilizado para evaluar la

asociacion entre las variables mencionadas (p=0.08).
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Figura 6. Dependencia entre las variables. A partir del test y* se graficaron los valores
residuales de Pearson. La asociacion entre las variables en color azul corresponde a aquellas
donde las asociaciones fueron positivas mientras que en color rojo la asociacion es negativa
entre las variables. Los nimeros al interior de la circunferencia indican los valores residuales
del test.

3.1.3. Composicion bacteriana de acuerdo a los cinco grupos Ell definidos

Una vez identificados los grupos, se procedio a caracterizar la composicién bacteriana
de cada uno de ellos. Los grupos Ell-2, Ell-3 y EII-5 presentaron una dominancia en el phylum
Proteobacteria (Figura 7A), siendo todas estas significativamente diferentes a la abundancia
relativa obtenida en Ell-4 (Ell-4 =10.6% vs: EI12=57.2%, p=3.1e-4; EIlI-3=51.9%, p=8.3e-3 y
Ell-5=75.4%, p=6.0e-6). Continuando con el phylum Proteobacteria Ell-2, EII-3 y EII-5
presentaron una dominancia en la clase Gammaproteobacteria, siendo estas diferencias
significativas con respecto a Ell-4 (EIl-4=5.53% vs: EI12=25.02%, p=4.1e-3; Ell-3= 26.3%, p=
8.0e-4; EII-5=26.3%, p=3.8e-3) (Figura 8A). En la clase Betaproteobacteria, Ell-2 present6

diferencias significativas en su abundancia relativa con respecto Ell-4 (11.87% vs 2.31%,
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p=9.8e-4) (Figura 8B). Ell-2 también presentd una dominancia en la clase Alphaproteobacteria
(19.85%), seguido por EII-5 (9.80%), ambos presentaron diferencias significativas respecto de

los grupos Ell-1 y Ell-4 (Figura 8C).
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Figura 7. Abundancia relativa de las phyla bacterianas. Se presenta la abundancia relativa
para las phyla A) Proteobacteria, B) Bacteroidetes, C) Actinobacteria, D) Firmicutes. Los
valores significativamente diferentes son indicados con barras y asteriscos siguiendo: *p <0.05,
**

p <0.01.
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Figura 8. Abundancia relativa de las clases bacterianas. Se presenta la abundancia relativa
para las phyla A) Gammaproteobacteria, B) Betaproteobacteria, C) Alphaprotecbacteria, D)
Bacteroidea, E) Clostridia. Los valores significativamente diferentes son indicados con barras y
asteriscos siguiendo: * p <0,05, ** p < 0,01.

Al estudiar el phylum Bacteroidetes, Ell-1 presentd la mayor abundancia para este

phylum seguido por el grupo Ell-4. Ambos grupos presentaron diferencias significativas con

respecto a Ell-3 (EI1-3=7.4% vs: EIl-1=34.5%, p=0.04; EIl-4=28.6%, p=4.1e-5) y a EII-5 (Ell-



54

5=6.09% vs: Ell-1=34.5%, p=0.03; EIl-4=28.6%, p=1.0e-3) (Figura 7B). Tanto Ell-1 como ElI-
4 presentaron dominancia en la clase Bacteroidea, siendo significativamente diferentes a EII-3 y

EIll-5 (figura 8D).

El grupo EII-3, presentd la mayor abundancia para el phylum Actinobacteria (7.4%)
seguido por el grupo Ell-2 (4.8%) (Figura 7C), sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas con respecto a las abundancias del resto de los grupos. En relaciéon al phylum
Firmicutes, Ell-4 presento la mayor abundancia (59.85%), siendo esta significativamente
diferente a las obtenidas en Ell-1 (41.20%, p=0.04), Ell-2 (25.80%, p=1.8e-3) y EII-5
(17.28%, p=4.7e-4) (Figura 7D). Siempre asociado a la abundancia relativa del phylum
Firmicutes, EIll-4 present6 una dominancia en la clase Clostridia (53.64%), siendo esta
significativamente mayor a la observada en los grupos Ell-2 (8.84%, p=0.026), Ell-3 (18.42%,
p=0.035) y EIll-5 (14.64%, p=1.92e-3) (Figura 8E). Segun los antecedentes expuestos los
individuos pertenecientes a los grupos Ell-5, EIl-2 y ElI-3 presentan una microbiota disbi6tica
caracteristica de pacientes con Ell, mientras que el grupo Ell-1 presenta un perfil de EIl menos
exacerbado en comparacion a los grupos mencionados anteriormente. El grupo Ell-4 present6
una microbiota semejante a lo observado en individuos “control” chilenos sin EII o bien

individuos “sanos” cuando nos referimos a los controles espaiioles.

3.1.4 Analisis de la identidad de los OPUs relevantes que discriminan para cada

uno de los cinco grupos caracterizados.

El estudio de la composicion bacteriana, pero a nivel de OPUs, permitié reconocer 614

OPUs distintos en la totalidad de las muestras analizadas. A partir de ellos se estimaron aquellos
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que permitieran discriminar a cada uno de los grupos de Ell (Tabla 5). Para los grupos Ell-1 y
Ell-4 predominaron los OPUs asociados al phylum Firmicutes. Siendo los OPUs indicadores
para Ell-1: OPU-206 afiliado a Ruminococcus gnavus, OPU-142 afiliado a Clostridium
ramosum y OPU-314 con afiliacion a Butyricicoccus pullicaecorum/Eubacteria desmolans. Los
OPUs, OPU-89 Bacteroides faecis/ B. finegoldii/ B. thetaiotaomicron, perteneciente al phylum
Bacteroidetes, y el OPU-046-2 afiliado a Sutterella wadsworthensis, perteneciente a
Proteobacteria también fueron indicadores de Ell-1. Con respecto a Ell-4 los OPUs indicadores
se encontraron afiliados a las familias Eubacteriaceae, Ruminococcaceae, Clostridiaceae y
Lachnospiraceae. EI OPU-253 afiliado a Eubacterium rectale, uno de los microorganismos
productores de butirato en el intestino, se encontrd presente en el 90% de las muestras del grupo
Ell-4. Continuando con la familia Eubacteriaceae, el OPU-298 Eubacteroim coprostanoligenes,
tuvo una abundancia del 0.54%, mientras que para los grupos Ell-1, EIl-2 y EII-3 no se

encontraron lecturas asociadas a este OPU.

Asociados a la familia Ruminococcaceae se encontré el OPU-291, con filiacion a
Gemimger. formicilis/Subdoligranulum variabile y el OPU-290, a Faecalibacterium prausnitzii,
siendo esta Gltima una reconocida especie asociada como indicador de individuos sanos, en la
literatura (59). En nuestro estudio el OPU-290 se encontrd presente en el 97.5% de las muestras
pertenecientes al grupo Ell-4, mientras que para el resto de los grupos su abundancia relativa
estuvo por debajo del 7%. Los OPUs asociados a la familia Lachnospiraceae fueron; OPU-209
Dorea formicigenerans; OPU-215 Blautia wexlerae y OPU-220 Blautia luti. Continuando con
las especias indicadoras de Ell-4 el OPU-84, perteneciente al phylum Bacteroidetes y afiliado a
Bacteroides dorei-Bacteroides vulgatus, mostr6 la mayor abundancia para este grupo (14.7%),

seguido por el OPU afiliado a Faecalibacterium prausnitzii (Tabla 7).
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En lo que respecta al grupo Ell-2, predominaron los OPUs pertenecientes al phylum
Proteobacteria siendo los OPUs indicadores: OPU-172 correspondiente a uncultured bacterium,
OPU 070-2 con afiliacion a Agromonas oligotrophica- Bradyrhizobium japonicum; OPU-67
emparentado con Mesorhizobium plurifarium y OPU-28 con afiliacion a Cupriavidus necator -
Ralstonia picketii. Tanto el OPU-28 como el OPU-67 se encontraron presentes en todas las
muestras espafiolas, incluyendo los controles de la misma nacionalidad (Materia suplementario
Tabla 2). No obstante las muestras con EC espafiolas correspondientes al grupo EIlI-2, son las
gue presentaron una mayor abundancia para estas especies bacterianas (Tabla 7, Materia

suplementario tabla 2).

Los OPUs que permitieron discriminar a EII-3 se distribuyeron entre las phyla
Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria (Tabla 7). Con respecto al phylum Actinobacteria
estos OPUs fueron: OPU-410 afiliado a Microbacterium hatanonis y el OPU-179 afiliado a
Corynebacterium macjineleyi/ Corynebacterium tuberculostearicum. En cuanto al phylum
Firmicutes los OPUs indicadores fueron el OPU-484 asociado a Lactobacillus acidophilus,
mientras que en el phylum Proteobacteria el OPU-79 afiliado a Brevudimonas

diminuta/Brevudimonas vancanneytii fue el indicador mas abundante.

El grupo EII-5, compuesto Unicamente de muestras EC y CU chilenas, presenta un OPU
indicador pertenecientes al phylum Firmicutes, este OPU fue el OPU-336 con afiliacion a
Enterococcus faecalis. El resto de los OPUs indicadores pertenecieron al phylum
Proteobacteria, siendo estos los OPUs: OPU-64 afiliado a Rhizobium borbori/
Rhizobiumlarrymoorei/Rhizobium pusense, OPU-69 Rhizobium leguminosarum/Rhizobium

tibeticum/Rhizobium tubonense, OPU- 18 afiliado a Aeromonas fluvialis, OPU-525 afiliado a
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Shewanella Sohaensis/Shewanella pacifica/Shewanella decolorationis/ Shewanella putrefacies
y por ultimo el OPU-08, con afiliacion Klebsiella oxytoca, este ultimo fue el OPU con mayor
abundancia para EII-5, siendo esta de 31.4% + 22.75 y destacandose en aquellos pacientes con
diagndstico de adenoma velloso (Materia suplementario Tabla 2). Mientras en el resto de los

grupos, este OPU presentd un promedio de abundancia entre el 0.01% al 1.43%.

Por Gltimo se destaca el OPU-01 afiliado a Escherichia coli- Shigella dysenteriae, el
cual presento una abundancia relativa de 2.29% para el grupo Ell-4, mientras que para el resto

de los grupos su abundancia relativa promedio se encontré al rededor del 11.4%
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Tabla 7. Abundancia relativa en OPUs relevantes para los grupos Ell-1, Ell1-2, EII-3,

Ell-5, EIlI-4.
. . Ell-1 Ell-2 Ell-3 Ell-5 Ell-4
Secuencia relativa cercana promedio + des promedio +des promedio*des promedio+des promedio +des

OPU 206 Ruminococcus gnavus 9.75+4.42 1.38+0.82 0.17+0.33 0.05+0.92 0.31+0.83
OPU 142 Clostridium ramosum 7.80+6.50 1.45+1.34 0.23+0.52 0.32+1.13 0.50+1.21

OPU 314 Butyricicoccus pullicaecorum/Eubacterium
desmolans 0.36+0.69 sl 0.02+0.05 0.06+0.23 0.25+0.26

OPU 89 Bacteroides faecis /B. finegoldii /
B. thetaiotaomicron 2.96+3.55 0.22+0.43 0.22+0.44 0.02+1.36 0.96+1.27
OPU 046-2 Sutterella wadsworthensis 2.24+1.43 s s.| 0.00+0.47 0.20+0.50
OPU 070-2 Agromonas oligotrophica/ Bradyrhizobium

japonicum 0.03+0.07 3.28+3.15 0.05+0.07 0.04+0.12 0.04+0.10
OPU 67 Mesorhizobium plurifarium 0.16+0.20 5.65+2.20 0.02+0.02 0.04+0.17 0.07+0.15
OPU 28 Cupriavidus necator / Ralstonia pickettii 0.24+0.39 6.60 + 2.66 0.23+0.52 0.01+0.11 0.11+0.15
OPU 12 Morganella morganii subsp. morganii 0.14+0.27 1.73+1.04 0.10+0.14 0.00+0.05 0.01+0.04
OPU 172 bacteria no cultivable 0.12+0.20 5.36+1.30 s.| 0.00£0.02 0.04£0.11
OPU 179 Corynebacterium macginleyi/C. tuberculostearicum 0.11+0.20 0.07+0.13 0.35+0.43 0.00£0.01 0.01+0.02
OPU 410 Microbacterium hatanonis s.| s.| 0.27+£0.38 0.02+0.04 0.01£0.03
OPU 484 Lactobacillus acidophilus 0.00+0.01 sl 0.41+0.73 0.00+0.04 0.01+0.04
OPU 79 Brevundimonas diminuta/B. vancanneytii s.| 0.10%£0.20 5.87+9.72 0.00+0.97 0.21+0.89
OPU 336 Enterococcus faecalis/ Vagococcus fluvialis 0.04 £0.06 s.| 0.13+0.29 1.44+0.71 0.09+0.31
OPU 64 Rhizobium borbori/R. larrymoorei/R.pusense 0.03£0.08 0.2410.47 0.14+0.30 4.88+4.28 0.72+3.04

OPU 69 Rhizobium leguminosarum/ R. tibeticum/ R.
tubonense 0.01+0.02 0.3410.40 0.13+£0.25 3.04+£2.22 0.20+0.83
OPU 8 Klebsiella oxytoca 0.01+0.02 s.| 0.22+0.49 32.16+19.23 1.46+6.74
OPU 18 Aeromonas fluvialis 0.00+0.01 6.56 +13.03 0.02 +0.05 1.81+1.12 0.09+0.38

OPU 525 Shewanella Sohaensis/S. pacifica/S.decolorationis
/S. putrefacies/ S.baltica 0.00+0.01 s.| 0.07+0.15 7.88+6.01 0.23+0.88
OPU 86 Bacteroides dorei / B. massiliensis/B. sartorii /B.
vulgatus 20.93+17.37 3.50+6.52 1.33+£2.35 2.35+11.09 15.00 £11.53

OPU 253 Eubacterium rectale sl s 0.13+0.30 0.02+1.69 1.24+2.27
OPU 145 bacteria no cultivable 0.10+0.26 s.| 0.75+1.26 0.44+1.61 2.70+6.48
OPU 290 Faecalibacterium prausnitzii 1.60+4.03 0.01+0.02 1.25+1.62 6.48+11.35 14.67 £9.93
OPU 291 Gemmiger formicilis/Subdoligranulum variabile 0.01+0.01 s.| 0.44+0.83 0.04+1.20 1.76 £2.98
OPU 209 Dorea formicigenerans 0.06 £0.15 s.| 0.27£0.54 0.08+0.98 1.25+0.97
OPU 215 Blautia wexlerae 1.61+1.838 0.16+0.33 0.30+0.61 0.64 +4.38 3.74+4.81
OPU 220 Blautia luti 0.23+0.58 s.| s.| 0.14+0.85 0.99+0.90
OPU 298 Eubacterium coprostanoligenes s.| s.| s.| 0.03+0.90 0.54 £0.82
OPU 1 Escherichia coli / Shigella dysenteriae 14.38+13.78 7.72+2.22 11.55+20.36 12.31+7.53 2.29+3.44

Los valores representan el promedio del porcentaje de abundancia relativa de cada OPU por
muestra y su desviacion estandar (des). En rojo se muestran aquellos OPUs con mayor
abundancia relativa para cada uno de los grupos. S.I=sin lecturas asociadas
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3.1.5 Abundancia relativa de anaerobios facultativos, estrictos y aerobios en OPUs

indicadores

El intestino de individuos sanos en edad adulta se encuentra colonizado por anaerobios
estrictos pertenecientes a las phyla Firmicutes y Bacterioides, siendo estos dominantes por sobre
los anaerobios facultativos (73). Por el contrario, se sabe que en individuos con EIl existe un
incremento de bacterias anaerobias facultativas y una disminucién de anaerobios estrictos (73).
En este escenario, nos parecié interesante analizar la abundancia relativa de los OPUs
indicadores de cada grupo, pero ahora segun el tipo de respiracion de la bacteria afiliada a cada
uno de ellos. En nuestro estudio observamos que Ell-1 sequido por Ell-4 presentan la mayor
abundancia de anaerobios estrictos, siendo estas significativamente diferentes con Ell-2 (Ell-2:
6.71% vs Ell-1: 45.3%, p=0.02; vs Ell-4: 41.21%, p= 2.46e-3), ElI-3 (ElI-3: 6.82% vs EIl-1:
45.3%, p=0.024; vs Ell-4: 41.21%, p=2.8e-3) y EII-5 (EII-5:10.44% vs Ell-1: 45.3%, p=0.022;
vs Ell- 4: 41.21%, p= 8.9e-5) (Figura 9 A). Con respecto a los anaerobios facultativos la mayor
abundancia la presentd EII-5 seguido de Ell-2, siendo estas significativamente diferentes a la
abundancia obtenida en Ell-4 (Ell-4: 4.29% vs EIlI-5: 55.60%, p= 3.8e-6; vs Ell-2: 22.61%, p=
9.8e-4) (Figura 9 A). Ademas de anaerobios, nuestros resultados también mostraron OPUs
indicadores afiliados a aerobios estrictos, siendo estos dominantes en EII-2 y EII-5 con
abundancias relativas significativamente diferentes a las obtenidas en Ell-4 (Ell-4: 1.43% vs
Ell-2: 9.68%, p=2.5e-3; vs EIllI-5: 8.00%, p=1.4e-4) y Ell-1 (Ell-1: 1.57% vs EIlI-5: 8.00%, p=
0.012) (Figura 9 A). Considerando los resultados anteriormente expuestos observamos que la
mayor abundancia relativa de los OPUs afiliados a bacterias aerobias en los grupos Ell-5, EIl-3
y EIll-2 coincide con el grado de disbiosis observado en estos grupos a nivel de phylum (Figura

5).
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Figura 9. Abundancia relativa de OPUs indicadores afiliados a bacterias anaerobias
estrictas/facultativas y aerobias estrictas. La abundancia relativa de anaerobios
estrictos/facultativos y aerobios estrictos A), fueron calculados considerando la abundancia
relativa de los OPUs indicadores de cada grupo. En B) se analizan especificamente las
abundancias relativas de los OPUs aerobios encontrados en cada grupo analizados en A).

En relacion a nuestros resultados donde se describen OPUs afiliados a microorganismos
aerobios, observamos que en el grupo EIll-2 estos fueron: OPU-67 (Mesorhizobium plurifarium,
5.65%) siendo su abundancia relativa significativamente diferente a la obtenida en Ell-1 (0.16%,
p=0.041), ElI-5 (0.04%, p= 0.042) y ElI-4 (0.06%, p=6.3e-4) (Figura 9 B). Por otro lado, en
ElI-5 los OPUs més abundantes fueron: OPU-64 (Rhizobium borbori/Rhizobium

larrymoorei/Rhizobium pusense, 4.88%), presentando diferencias significativas con los grupos
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Ell-1 (0.032%, p=0.01), EN-3 (1.2%, p=0.02) y Ell-4 (0.72%, p=1.5e-4); y el OPU-69
(Rhizobium leguminosarum/Rhizobium tibeticum/ Rhizobium tubonense, 3.04%) siendo su
abundancia significativamente diferente a la encontrada en Ell-1 (0,008%, p=0.010) y Ell-4
(0,19%, p=5.8e-05). Aunque estadisticamente el OPU-042-6, afiliado a S. wadworthensis no
mostro diferencias significativas, observamos que es mas abundante en el grupo Ell-1 (1.32%)
en comparacion a Ell-4 (0.22%), lo que podria diferencia a ambos grupos que poseen una

microbiota similar a nivel de phylum (Figura5y 9 B).

3.2 Objetivo especifico 2: Construir redes de asociacion bioldgica entre la

microbiota bacteriana colédnica descrita en individuos con EC, CUy CTL.

3.2.1 Redes de asociacion basadas en la abundancia relativa y coexistencia

bacteriana entre OPUs indicadores para cada grupo de pacientes

Con el objetivo de evaluar matematicamente las posibles relaciones de exclusién (correlaciones
negativas) dadas en el intestino, se realiz6 una matriz de correlacion con los 30 OPUs
indicadores de cada grupo (Figura 10). En esta matriz, se observaron correlaciones positivas
significativas (p<0.05) entre los OPUs pertenecientes a un mismo grupo y ademas, entre el
OPU-1 (Escherichia. coli/Shigella dysenteriae), abundante los grupos Ell-1, ElI-2, EII-3 y EII-5,
y los OPUs: OPU-206 (Ruminococcus gnavus), OPU-142 (Clostridium ramosum), ambos
pertenecientes a Ell-1 y los OPUs: OPU-69 (Rhizobium leguminosarum/Rhizobium tibeticum
/Rhizobium  tubonense), OPU-8 (Klebsiella oxytoca) y OPU-336 (Enterococcus

faecalis/Vagococcus fluvialis), todos ellos pertenecientes a Ell-5.
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Ell-4 Gemmiger formicilis/Subdofigranulum variabile OPU.291 @
Dorea formicigenerans OPU.209 @
Blautia wexlerae OPU215 @
Blautia luti OPU.220 @
Eubacterium coprostanoligenes OPU.298 @
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Figura 10. Matriz de correlacion entre OPUs relevantes que discriminan a cada grupo. El
tamafio de la circunferencia y la intensidad de color indican la fuerza de correlacion entre los
OPUs, siendo de color azul las correlaciones positivas y en rojo las negativas.

También se observaron correlaciones positivas entre el OPU-18 (Aeromonas fluvialis),
perteneciente al grupo EII-5 y los OPUs: OPU-67 (Mesorhizobium plurifarium), OPU-28
(Cupriavidus necator / Ralstonia pickettii), OPU-12 (Morganella. morganii) y OPU-172
(bacteria no cultivable), todos ellos pertenecientes al grupo EIlI-2. Asi mismo, también se
observaron correlaciones positivas entre el OPU-86 (Barcteroides dorei / Bacteroides vulgatus)
perteneciente a Ell-4 y los OPUs: 314 (Butyricicoccus pullicaecorum/Eubacterium desmolans),
OPU-89 (Bacteroides faecis /Bacteroides finegoldii / Bacteroides thetaiotaomicron) vy 46-2

(Sutterella wadsworthensis), todos estos indicadores de Ell-1. (Figura 11)
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Figura 11. Red de co-ocurrencia bacteriana de especies indicadoras. En cada circulo de la
figura se denota el nimero de OPUs, mientras que en el recuadro nombra la bacteria afiliada a
cada numero de OPU. En circulos rojos se marcan aquellos OPUs pertenecientes a las phyla
Proteobacteria, en verde Firmicutes, en amarillo Actinobacteria y en celeste Bacteroidetes. Las
elipses encierran a los OPUs indicadores de cada grupo. Las lineas de color verde muestras
correlaciones positivas entre las bacterias, mientras las de color rojo muestras correlaciones
negativas (p < 0.05). El grosor de las lineas verdes y rojo se ve aumentado con la fuerza de
correlacion positiva o0 negativa respectivamente.

Por el contrario, las correlaciones negativas significativas fueron observadas entre el

OPU-1y los OPUs: OPU-253 (Eubacterium rectale), OPU-209 (Dorea formicigenerans), OPU-

215 (Blautia wexlerae), OPU-220 (Blautia luti), OPU-298 (Eubacterium coprostanoligenes),

OPU-291 (Gemmiger formicilis/ Subdoligranulum variabil), OPU-290 (Faecalibacterium

prausnitzii), todos estos indicadores de Ell-4 y el OPU 314 (Butyricicoccus pullicaecorum/

Eubacterium

correlaciones

negativas entre el

OPU-314 y

los

OPUs:

desmolans) indicador de EII-1. Adicionalmente, también se observaron

OPU-336 (Enterococcus
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faecalis/Vagococcus fluvialis), OPU-64 (Rhizobium borbori/ Rhizobium larrymoorei/ Rhizobium
pusense), OPU-08 (Klebsiella oxytoca), OPU-69 (Rhizobium leguminosarum/ Rhizobium
tibeticum/ Rhizobium tubonense), todos estos indicadores de EII-5 y los OPUs: OPU-
28(Cupriavidus necator / Ralstonia pickettii), OPU-67(M. plurifarium), OPU-12 (Morganella
morganii), OPU-70.2 (Agromonas oligotrophica/ Bradyrhizobium japonicum) y OPU-172
(bacteria no cultivable, afiliada a Firmicutes), todos estos indicadores de Ell-2. Ademas, los
OPUs indicadores de EII-2 y EII-5 se correlacionaron negativamente con el OPU-290
(Faecalibacterium prausnitzii), OPU-209, (Dorea formicigenerans), OPU- 215 (Blautia

wexlerae) y OPU-220 (Blautia luti), indicadores de Ell-4. (Figura 9)

3.3 Objetivo especifico N°3: Determinar los niveles de expresion relativa de los

PAMs (hBD2-4) y CAMP en pacientes con EC, CUy controles.

3.3.1. Expresion relativa de PAMs en individuos EC, CUy CTL

Una vez estudiada la composicion microbiana de los individuos agrupados entre los
grupos EII1 al EII5, correspondid analizar la expresion relativa de los péptidos antimicrobianos.
Este estudio s6lo fue realizado en pacientes chilenos y en aquellas muestras en donde el ARNm
se encontrd integro de acuerdo a la informacion que entregan los geles de integridad. En total, la
expresion relativa de las defensinas fue analizada en 13 individuos siendo 5 de ellos EC, 6 CU y
2 CTL, para ninguno de ellos se detecté la expresion de las hBD-3 y 4 (Figura 12 C y D), por lo
que los siguientes analisis se realizaron con CAMP y hBD-2. Los genes de referencia GADPH y
18S fueron utilizados como controles de normalizacion y no se observaron diferencias en su
expresion en las muestras estudiadas. Finalmente, las expresiones de CAMP y hBD-2 fueron

normalizadas utilizando el gen de referencia GADPH descrito previamente (76). Nuestros
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resultados no mostraron diferencias en la expresion relativa del ARNm de CAMP y hBD-2
entre ECy CU (Figura 13 Ay B). Con respecto a las muestras CTL, no se observo la expresion
relativa del ARNm de hBD-2 (Figura 13B). Considerando el bajo nimero de muestras desde las
cuales se pudo recuperar ARNm de calidad, no fue posible establecer si existen diferencias

significativas en la expresion de PAMs entre los grupos de estudio.
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Figura 12. Curvas de expresion de PAMSs. Curvas representativas de la expresion de A)
CAMP, B) hBD-2, C) hBD-3, D) hBD-4, E) GADPH y F) 18S.
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4. DISCUSION

Estudios recientes han explorado el potencial para identificar estados de enfermedad
basados en la composicién microbiana asociada al huésped, incluyendo psoriasis (119), obesidad
(120) , autismo (121) o Ell (122). Ademas, en el caso de patologias del sistema gastrointestinal
como en Ell, Dirk Gevers y colaboradores (55) evaluaron la composicion de la microbiota en
tres tipos diferentes de muestras (biopsias de tejido de ileon, recto y muestras de heces). Los
resultados expuestos muestran que el mejor rendimiento para clasificar EC (de acuerdo a su
composicion microbiana) fue obtenido por las muestras ileon seguido de cerca por las biopsias
rectales, mientras que las muestras de heces tuvieron un rendimiento inferior al tratar de

clasificar la microbiota asociada con la enfermedad (55).

La microbiota adherente del colon, obtenida desde muestras de biopsias, es
representativa de la comunidad microbioldgica que co-evoluciona con el hospedero en el
transcurso de la enfermedad (27) interactuando de forma directa con el sistema inmunitario del
individuo, en comparacién a aquellas bacterias luminales, las cuales pueden incluir en su
estructura microbiota transiente y no replican completamente los perfiles microbianos asociados
a la mucosa que podrian estar interactuando de manera Unica con las células epiteliales e
inmunitarias (123) . Debido a los antecedentes expuestos, decidimos caracterizar la microbiota
asociada a mucosa de individuos con EIl obteniendo muestras de biopsias de individuos
diagnosticados con EC y CU. No obstante, destacamos la dificultad en el proceso de obtencién
de este tipo de muestra en individuos CTL, donde la mayoria de los individuos que fueron

sometidos al procedimiento de colonoscopia tenian algun antecedente familiar que representaba
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riesgo de poseer algun tipo de enfermedad intestinal o cancer de colon. En estas condiciones, los
individuos CTL no pueden describirse como sujetos completamente sanos. En relacion a este
punto, inicialmente nuestro trabajo conté con 9 individuos diagnosticados como CTL, no
obstante dos de estos fueron posteriormente diagnosticados con adenoma velloso, (un polipo
premaligno del tracto gastrointestinal). Estas lesiones tienen malignidad entre 4% a 40%, por lo
que su presencia seria un factor de riesgo de padecer cancer rectal. Una vez caracterizada su
microbiota, al igual que pacientes con Ell, los individuos con adenoma velloso mostraron una
disbiosis en su microbiota con un incremento en la abundancia relativa de Proteobacterias en
comparacion a individuos CTL (Materia suplementario figura 2), lo cual ha sido previamente
reportado en la literatura (101). Con estos antecedentes, decidimos eliminar las muestras de los
individuos diagnosticados con adenoma velloso, ademéas de dos muestras de individuos
clasificados inicialmente como CTL las cuales mostraban una composicion microbiana similar a

la de los individuos con adenoma velloso.

Por otro lado, tal como se ha descrito en los estudios realizado a partir de muestras de
heces(67), la microbiota adherente en los individuos con Ell present6 una mayor abundancia en
el phylum Proteobacteria en comparacion a individuos CTL. No obstante, y a diferencia de los
estudios realizados por Uri Gophna y colaboradores (67), en nuestros resultados no observamos
diferencias significativas en el phylum Proteobacteria entre los individuos con EC y CU.
Continuando con este punto, un estudio realizado en individuos con CU mostr6 que las muestras
de biopsias de estos individuos presentaron una mayor abundancia en el phylum Proteobacteria
en comparacion a las muestras de heces tomadas desde los mismos sujetos (17), debido a esto
sugerimos gue nuestros resultados se contrastan a los expuestos por Uri Gophna y colaboradores

debido en parte a la procedencia de la muestra.
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En lo referente a phylum Firmicutes, observamos diferencias significativas entre los individuos
con EC y CTL, siendo estos ultimos los que presentan una mayor abundancia. No observamos
diferencias significativas entre los individuos CTL y CU para las phyla Firmicutes,
Bacteroidetes y Actinobacterias, por lo que sugerimos que los individuos con CU presentarian a

nivel de phylum una microbiota similar a los individuos CTL.

Por otro lado, segln la composicion microbiana, de los 5 grupos obtenidos nos pareci6
particularmente interesante el grupo Ell-4, ya que contiene individuos con EIl en conjunto con
individuos CTL. Este grupo present6 una mayor abundancia de bacterias representativas de
individuos sanos, destacando los OPUs afiliados a las bacterias F. prausnitzii, E. rectale
pertenecientes al phylum Firmicutes, y B. dorei/B.vulgatus perteneciente al phylum Bacteroides,
en comparacion al resto de los grupos con EIll (124). En el caso de F. prausnitzii, es una de las
especies bacterianas mas abundantes en la microbiota intestinal humana de adultos sanos
(representando mas del 5% de la poblacion bacteriana total) (124) que junto con E. rectale, son
relevantes para la produccion de butirato (125), acido graso de cadena corta que juega un papel
importante en la integridad de la mucosa del colon, regulando la proliferacion y la diferenciacion

celular, ademas de disminuir la expresion de citoquinas proinflamatorias (126).

Segln un estudio publicado por Jonas Halfvarson y colaboradores (127), la microbiota
de pacientes con Ell es dindmica, y en ocasiones fluctta dentro de un plano de microbiota propia
de individuos sanos (particularmente en aquellos individuos que reciben tratamiento con
corticoides) para luego volver a un estado de dishiosis (127). En relacion a lo expuesto, en
nuestro estudio aquellos individuos diagnosticados con Ell y con tratamiento con corticoides se
agruparon principalmente en Ell-4, presentando una microbiota caracteristica de individuos
sanos. Lo anterior, nos permite inferir que su clasificacion en conjunto con individuos CTL

podria corresponder a un estado de fluctuacién hacia una microbiota sana coincidente con la
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toma de muestra, o bien, que aquellos individuos con Ell agrupados en Ell-4 podrian encontrarse

en un estadio inicial de la enfermedad sin presentar disbiosis.

Por otro lado, considerando que los individuos del grupo EII-1 presentan un
enriquecimiento de las phyla Firmicutes y Bacteroidetes con una baja abundancia de
Proteobacteria, semejante a lo observado en el grupo Ell-4, es factible pensar que estos
individuos presentan una disbiosis leve en comparacion a los grupos Ell-2, EII-3 y EII-5.
Sumado a lo anterior, el OPU-206 afiliado R. gnavus, es un OPU abundante e indicador de
individuos en el grupo Ell-1, que present6 correlaciones positivas con el OPU-86 afiliado a B.
vulgatus, indicador del grupo Ell-4 y que también es abundante en EIll-1. Una de las
explicaciones de esta asociacion es que R. gnavus secreta o - y B-glucosidasas al medio
extracelular y estas glucosidasas son capaces de remover los azlcares terminales de las mucinas
intestinales (128), los que una vez removidos permiten que los oligosacaridos expuestos de las
mucinas se vuelven facilmente degradables por otras bacterias col6nica no mucoliticas tales
como B. vulgatus (128). De este modo, la abundancia de R. gnavus podria beneficiar de manera
positiva el crecimiento de B. vulgatus. Adicionalmente, en nuestra red observamos que el OPU-
86 (B. vulgatus) se correlacion6 positivamente con B. pullicaecorum (OPU-314), indicadora del
Ell-1 y abundante en Ell-4. En este sentido, se ha descrito que la administracion de B.
pullicaecorum, en un modelo murino de colitis inducido por &cido 2,4,6-trinitrobenceno
sulfénico (TNBS), ha mostrado tener un nivel protector significativo al disminuir los niveles de
TNF-a y IL-12, citoquinas que estan incrementadas en individuos con Ell (129). Sumado a lo
anterior, pacientes con Ell han mostrado poseer una abundancia significativamente menor de B.
pullicaecorum en comparacion a individuos CTL (129). Debido a los antecedentes expuestos y a

la mayor abundancia de B. pullicaecorum en Ell-1 y EIll-4 en comparacion al resto de los



72

individuos, proponemos que esta bacteria tendria propiedades protectoras que impedirian la

exacerbacion de una disbiosis en individuos con Ell en ambos grupos.

Con respecto a los grupos Ell-2, Ell-3 y EII-5, estos presentaron una mayor abundancia
del phylum Proteobacteria y una menor abundancia del phylum Firmicutes en comparacion a
Ell-4 y Ell-1. Estos resultados permiten plantear que en base a la composicién microbiana de
estos grupos, ellos se ordenarian en EllI-3 < EIll-2 < EII-5, siendo este Gltimo grupo el que
presenta el mayor grado de disbiosis. EI grupo Ell-5 fue el que mostré los mayores porcentajes
de abundancia de Proteobacteria y la menor abundancia de Firmicutes (Figura 6). Con respecto
a Ell-3, la especie indicadora mas abundante fue B. diminuta/B. vancanneytii (OPU-79), seguida
por L. acidophilus (OPU-484). Hasta la fecha no existen reportes de la implicancia de ambas
bacterias en el desarrollo de Ell, no obstante L. acidophilus, inhibe la adhesion e invasion de
cepas patdgenas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) H10407 y E. coli enteropatogénica (EPEC)
en cultivos de células Caco-2 (130). En nuestra red, no observamos una clara exclusion de L.
acidophilus con E.coli. Estudios in vitro son necesarios para comprobar si existe una relacion de

exclusién entre ambas especies aisladas de pacientes con EII.

En relacion a Ell-2, caracterizado por contener Gnicamente muestras de individuos
espafoles con Ell, el OPU-28 afiliado a C. necator /R. pickettii fue el mas abundante. R. picketii
ha sido reportada en infecciones en humanos, cuyo origen fueron suministros de agua
contaminada con esta bacteria (131), recurso del cual también ha sido aislada en sistemas de
abastecimientos de hospitales (132) y agua embotellada (133). En este sentido, nuestro trabajo

seria el primer reporte donde se relacionaa R. picketii con individuos con EIl.

Con respecto a Ell-5, el OPU més abundante fue el asociado a K. oxytoca (OPU-8),

patobionte intestinal causante de colitis hemorragica asociada al consumo de antibi6ticos y cuya
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presencia en sujetos saludables ha sido reportada en bajas proporciones (134). Zollner-Schwetz y
colaboradores (135) mostraron que en un universo de 150 individuos con EC, la prevalencia de
esta bacteria fue del 5,5% mientras que en 85 pacientes reclutados con CU, la prevalencia fue del
3,5%. De igual forma, se observé que la produccion de la citotoxina Tivalline ha sido asociada
como parte del mecanismo por el cual K. oxytoca altera la barrera epitelial induciendo colitis
(136) . Los mismos autores, también describieron que sélo 2 de lasll cepas aisladas de K.
oxytoca fueron positivas para la produccion de Tivalline y uno de estos aislados se encontrd en
un paciente con EC en estado de remision mientras que el otro aislado estaba presente en un
paciente con CU activa. También dentro de este grupo destacamos al OPU-336 afiliado a E.
faecalis/V. fluvialis, el cual estuvo ausente en todas las muestras CTL de Ell-4 con excepcién de
la muestra del individuo 81CTL_CH (Materia suplementario, Tabla 2). E. faecalis ha sido
frecuentemente aislada desde heces de pacientes con Ell (137). Entre los factores de virulencia
de las cepas de E. faecalis se encuntra el gen gelE (138), que codifica par una metaloproteinasa
dependiente de zinc capaz de hidrolizar gelatina, colageno, caseina, hemoglobina y endotelina
humana. Estudios en ratones deficientes en el gen que codifica para IL-10, mostraron que la
proteina GelE, producida por cepas comensales de_E. faecalis, contribuye al desarrollo de
Inflamacion intestinal crénica en ratones, dafiando las uniones estrechas de las células
epiteliales y alterando la mucosa (139). Sumado a estos antecedentes, en nuestra red observamos
que todas las especies indicadoras de EIl-5 poseen correlaciones negativas con las especies
indicadoras de Ell-4, siendo la mas importante F. prautnizii (OPU-290), bacteria reconocida
como indicadora de individuos sanos. Estos datos apoyarian nuestro supuesto de que los

individuos del grupo EII-5 son los que poseen una dishiosis mas exacerbada.

Nuestros resultados también muestran de manera transversal a todos los grupos, la

presencia de Escherichia coli (OPU-01). Estudios recientes han mostrado que las cepas E. coli
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aisladas de pacientes con EC, poseen propiedades de adherencia e invasion asociadas al patotipo
enteropatogénico denominado E. coli adherente invasiva (ECAI) (60, 61). Entre los factores de
virulencia de estas cepas se destacan la presencia de los genes chuA y airp2 involucrados en el
transporte de hierro, siendo chuA un marcador genético relevante en cepas de E. coli asociadas a

EC (140).

Un aspecto muy interesante asociado con la disbiosis observada en individuos con Ell,
es el desequilibrio caracteristico entre anaerobios obligados y facultativos, donde el oxigeno y
las especies reactivas de oxigeno jugarian un papel clave. Es sabido que en condiciones de
homeostasis, predominan las bacterias anaerdbicas obligadas tales como F. prausnitzii, las
cuales convierten la fibra dietética en productos de fermentacion, incluyendo los acidos de
cadena corta como el butirato, propionato y acetato (141). El receptor activado por
proliferadores de peroxisoma gamma (PPAR-y), ubicado en el nGcleo de células del colon
diferenciadas, es activado por el butirato, lo que conduce al metabolismo de los acidos grasos de
cadena larga y corta a través de la B-oxidacion mitocondrial, y el consumo de oxigeno a traves
de la fosforilacién oxidativa (141, 142). Este tipo de metabolismo por parte de los colonocitos se
caracteriza por un alto consumo de oxigeno, lo que da como resultado una presion parcial de
oxigeno de menos de 7,6 mmHg (<1% de oxigeno), una condicién conocida como hipoxia
epitelial, contribuyendo asi a un ambiente beneficioso para las bacterias anaerobias obligadas
(142) (Figura 12A). En este sentido, la “hipdtesis del oxigeno” plantea que la inflamacion
cronica de las paredes intestinales en individuos con Ell, conduce a una mayor liberacion de
hemoglobina (que lleva oxigeno), y especies reactivas de oxigeno a la luz intestinal (73, 143).
Este escenario, a su vez crea un microambiente que favoreceria el crecimiento de anaerobios
facultativos como E.coli, resultando en una disminucién de anaerobios estrictos como F.

prausnitzii (72, 73). Profundizando en este punto, también se postula que en condiciones de
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inflamacion, las sefiales pro-inflamatorias estimulan una polarizacion metabdlica de los
colonocitos hacia una glucolisis anaerébica, la cual estd acompafiada por una elevada sintesis de
iNOS y de una mayor produccion de 6xido nitrico. De esta forma, en la luz intestinal, el 6xido
nitrico es convertido en nitrato, el cual puede ser utilizado como aceptor de electrones por
bacterias anaerdébicas facultativas, como E. coli, contribuyendo asi a la disbiosis
intestinal(142)(Figura 12B). Consistente con lo expuesto anteriormente, nuestra red revel6 que
los individuos con EIl pertenecientes a los grupos EII-5, Ell-2 y EII-3 presentaron una
disminucion en la abundancia de los OPUs asociados a bacterias anaerdbias obligadas como F.
prausnitzii y B.luti, indicadores de EIll-4 (correlaciones negativas), respecto de los OPUs
dominantes en estos grupos que correspondieron a bacterias anaerobias facultativas como
E.coli/S.dysenteriae, C. necator/R. pickettii, M. morganii, K. Oxytoca y OPUs asociados a
bacterias aerobias tales como M. plurifarium, R. borbori/R. larrymoorei/R. Pusense/R.
leguminosarum/R.tibeticum/R.tuboense. En este sentido, considerando los resultados reportados
por Mariana X. Byndloss y colaboradores(141), sugerimos que al disminuir las especies
productoras de butirato, dominantes de Ell-4 y por ende el butirato en el intestino, la via de
sefializacion inducida por PPAR-y es reducida, cambiando el metabolismo de los coloncitos
hacia una glucolisis anaerébica la cual no consume oxigeno, permitiendo que este difunda hacia
el epitelio y favorezca el crecimiento de las especies aerobias facultativas indicadoras de los

grupos ElI-5, Ell-2 y EIl-3(142).

Estudios previos de Sansonetti y colaboradores (17, 144) demostraron la presencia del
genero bacteriano aerobio Acinetobacter en la cripta colonica de raton, hallazgo concordante con
trabajos recientes que muestran la presencia de oxigeno en la superficie apical de las células
intestinales y que coincide con el OPU-26 afiliado a las bacterias aerobias Acinetobacter

baylyi/A.gerneri A. Iwoffii/A. schindleri/A. towneri/ A. ursingii encontrado principalmente en
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individuos con Ell (Marterial suplementario Tabla 1 y 2). La presencia de bacterias aerobias en
las criptas reflejaria un potencial proceso coevolutivo en condiciones selectivas (17, 144).
Nuestros resultados reflejan que el grupo Ell-4 presentan una reducida abundancia de OPUs
afiliados a aerobios estrictos como R. borbori/R. larrymoorei/R. pusense, los cuales
posiblemente podrian encontrarse en las criptas del colon humano. Debido a lo anterior,
sugerimos que la inflamacion de los individuos agrupados en EII-1, EII-2, EII-3 y EII-5
induciria un incremento en los niveles de oxigeno intestinal, y como consecuencia condicionaria
un nicho para el enriquecimiento de los microorganismos anaerobios facultativos y aerobios
como R. borbori/R. larrymoorei/R. pusense en estos grupos, excluyendo asi microorganismos
anaerobios estrictos indicativos de Ell-4. La reprogramacién metabdlica de colonocitos para
restaurar la hipoxia epitelial o bien la restauracion de especies productoras de butirato en

pacientes con Ell, podria ser presentado como un nuevo enfoque terapéutico en estos pacientes.



77

EIl-4 *F. prausnitzii Ell-1 *R. dnavus
A) Bacterias de Grado de disbiosis
productoras de ] I I ]
\\Buliraln Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes Bacteroidetes =
2 . Q G0 l:\clinob(mt('ria l[’mn’nlmr‘mrm l./\r‘rinobamprm IFrowobacmr‘ia EETET = L
g o3 =Ell-4 > Ell-1 >EIL3 > B2 > EIL5 4
B 2 = -
Z e P RS
. : e - - ®
k- N - " -y o - - o s 2 -
s o - «? o - 4 = = < ce® o ®en
E i ey, e, P ® o o S o o - o Butirato ® Firmicutes
£ iy <' - ® 2D o - QD ® . == ® o °
3 = = @ > L = ] LY @ Bacteroidetes
E Ok G Pew \"an P P e ® & 1 a‘ Enterocit
P Lnterocito [} o
ARy |02 il @ 0: ® > = Actinobacteria
\ £'4 S
N
el Célula de globet & Proteobacteria
El-3  *B.diminuta/B.vancanneytii Ell-2 *C. necator/R. pickettii Ell5 K. oxytoca
B)
aerobios y l 1 1 l l l
anaerobios Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes Bacteroidetes
ﬁ‘”'"“\"‘ 0s IA(‘rinuburr{'rm Il’m[vnbnrmriu I_Aminnbnrlm’u 1 Proteobacteria Ll(':inobm‘m'iu 1 Proteobacteria
. O \\
£ Nb ¢ lactate - N — - (S
% o L ) o @ [ - -
2 g @ & . |®oc e o N 28 o o /
H CEgnl® O UNL" [ eax o= P78 Q® . ® - 3
] ® Vg a0 O % |® o @e ) ® = ® ®&c P b
& o ’o° 5.8 - - [ 4 P L e ) ® . & [ - (]
F wos )"“‘“’ e’ lo: g ® P20 o oe®ap, e |o @ S [0:q 2 ®
5 ¢ &5 o e q @y '&"~ Coce @ N\ 0"~ oo ® e\ /',’~
£ O, a (4 (4
- Pinivato 0 of aF of | P ‘ e
Nos2. Y
/L 1
Glicolisis
D-glucosa  anaerdhica

Figura 14. Esquema de disbiosis intestinal de acuerdo a cada uno de los grupos
establecidos. El grupo Ell-4, en el cual se encuentran todos los individuos control, presenta una
abundancia de OPUs afiliados a bacterias anaerobias estrictas pertenecientes a las phyla
Bacteroidetes y Firmicutes, siendo dominante el OPU indicador asociado a F. prausnitzii, una
de las bacterias relevantes asociadas a la produccion de butirato. Como se ejemplifica en A), el
butirato producido por estas bacterias induce al receptor nuclear PPAR-y activando asi el
metabolismo de los &cidos grasos de cadena larga y corta, conduciendo al consumo de oxigeno a
través de la fosforilacion oxidativa y a una disminucion de la oxigenacion epitelial. De acuerdo a
su composicion microbiana, en un orden creciente en el grado de disbiosis los grupos se ordenan
en Ell-1, ElI-3, Ell-2 y EII-5. A diferencia del grupo Ell-1, el cual presentan una microbiota
similar a Ell-4, los grupos Ell-3, Ell-2 y EII-5 se encuentran caracterizados por una abundancia
de los OPUs afiliados a bacterias anaerdbicas facultativas y aerobias como B.diminuta/B.
vancanneytii, C. necator/R. Pickettii y K. Oxytoca pertenecientes al phylum Proteobacterias, y
de una disminucion de anaerobios estrictos pertenecientes al phylum Firmicutes como F.
prausnitzii. Como se ejemplifica en B), en estos grupos las sefiales proinflamatorias estimulan la
polarizacion de los colonocitos hacia una glicélisis anaerdbica lo que incrementa la oxigenacion
epitelial. El lactato producido durante la glicdlisis se libera a la luz intestinal, mientras que el NO
producido iNOS es convertido en NOs , el cual es utilizado como aceptor de electores por
bacterias anaerobias facultativas. *Se enmarcar las bacterias indicadoras de cada uno de los
grupos.
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5. CONCLUSIONES

La hipdtesis “El aumento de la poblacion de Proteobacteria observado en la mucosa
intestinal en los pacientes con EC con respecto a pacientes CU, se asocia con la disminucion en
la expresion de PAMS CAMP y hBD-2” no puede ser aceptada ni rechazada debido al bajo
numero de muestras donde fue posible analizar los niveles de expresion de los PAMs CAMP y
hBD-2, impidiendo con ello mostrar nivel significancia en los estudios de correlacién con

respecto a los phylum bacterianos identificados.

A diferencia de estudios previos, en donde la microbiota de pacientes con EC y CU se
comportan como clusters tnicos y definidos, en nuestro estudio los individuos con EII pueden
ser clasificados en 5 grupos distintos segun su composicién microbioldgica, pero estos no se

distinguen entre pacientes con EC y CU.

Las bacterias asociadas a la mucosa intestinal son representativas del microbioma
enddgeno, el cual coevoluciona con las condiciones de salud huésped, ya que interactuarian
directamente con las células del hospedero. Considerando que estas interacciones pudiesen ser
de carécter regional al interior del epitelio intestina, claramente los estudios de microbiota
asociados a biopsias tienen ventajas comparativas respecto de aquellos derivados de heces, esto
hace muy importante el presente estudio. Entonces, si consideramos que las muestras de heces
reflejan procesos fisioldgicos de un entorno luminal muy distinto a los producidos en la mucosa

intestinal, esto pudiese explicar que nuestros resultados difieran de los estudios obtenidos desde
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muestras de heces, en donde se observa una mayor abundancia de Proteobacterias en individuos

con EC con respecto a aquellos con CU.

El enriquecimiento en bacterias especificas, como R.gnavus. C.necator/R. pickettii, B.
diminuta/B. vancanneytii y K. oxytoca son indicativos de los diferentes grupos con Ell, mientras
que el aumento en las OPUs afiliados a F. prausnitzii, E. rectale y B. dorei/B. vulgatus es

caracteristico de individuos CTL.

Las correlaciones negativas dadas entre las bacterias indicadoras de individuos con Ell
(aerobias o anaerobias facultativas) y aquellas indicadoras de CTL (principalmente anaerobias
estrictas), da cuenta de relaciones de competencia (exclusion) entre estas bacterias, lo que podria
estar dado por las condiciones ambientales del intestino, es decir un incremento en los niveles de

oxigeno durante el proceso inflamatorio.

Los antecedentes aqui expuestos son un aporte al conocimiento de la estructura de la
microbiota de individuos sanos comparados con aquellos con Ell lo cual pudiese ser utilizado
con fines terapéuticos. Ademas demuestran que los cambios en la microbiota de CTL vs Ell es
algo que se da de forma gradual y no como grupos completamente distintos, especialmente en

estadios tempranos de la enfermedad
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Figura 1. Dendograma muestras CTL. Las muestras encerradas en rectangulo respresentan a
aquellas diagnosticadas con adenoma velloso
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Figura 2. Abundancia relativa por muestras para los phylum Proteobacteria y Firmicutes. Las
muestras encerradas en rectdngulo respresentan a aquellas diagnosticadas con adenoma velloso



Tabla 1. Lista de OPUs
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OPU

Secuencia asociada

Clase

Familia

Phylum

OPU 1

Escherichia coli
(X80725/Type sp.)
Shigella dysenteriae
(X96966/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 2

Enterobacter cloacae
subsp. cloacae
(AJ251469/Type sp.)
Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae
(X87276/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 3

Citrobacter
amalonaticus
(FR870441)
Citrobacter farmeri
(AF025371)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 4

Klebsiella singaporensis
(AF250285)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 5

Enterobacter aerogenes
KCTC 2190 (CP002824)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 6

Citrobacter freundii
(AB626119)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU7

uncultured bacterium
(EU773762)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 8

Klebsiella oxytoca
(AF129440)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 9

Kluyvera georgiana
(AF047186)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 10

Pseudomonas flectens
(AB021400)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 11

uncultured organism
(HQ757307)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 12

Morganella morganii
subsp. morganii
(AJ301681/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 13

Proteus vulgaris
(DQ885257/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria
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OPU 14

Haemophilus
parainfluenzae
(AY362908)
Haemophilus sputorum
(JF506642)

Gammaproteobacteria

Pasteurellaceae

Proteobacteria

OPU 15

Haemophilus
paraphrohaemolyticus
(M75076)

Gammaproteobacteria

Pasteurellaceae

Proteobacteria

OPU 16

Aggregatibacter segnis
(M75043)

Gammaproteobacteria

Pasteurellaceae

Proteobacteria

OPU 17

Providencia sp.
enrichment culture clone
SRC_NBB16
(GU374076)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 18

Aeromonas fluvialis
(FJ230078)

Gammaproteobacteria

Aeromonadaceae

Proteobacteria

OPU 19

Succinivibrio
dextrinosolvens
(Y17600/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Succinivibrionaceae

Proteobacteria

OPU 20

Pseudomonas japonica
(AB126621)
Pseudomonas monteilii
(AF064458)
Pseudomonas
oryzihabitans (D84004)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 21

Pseudomonas alcaliphila
(AB030583)
Pseudomonas stutzeri
(AF094748)
Pseudomonas
xanthomarina
(AB176954)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 22

Pseudomonas
aeruginosa
(X06684/Type sp.)
Pseudomonas
alcaligenes (D84006)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadacea

Proteobacteria

OPU 23

Pseudomonas halophila
(AB021383)

Gammaproteobacteria

Proteobacteria

OPU 24

Marinicella litoralis
(AB500095/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Proteobacteria
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OPU 25

Enhydrobacter
aerosaccus
(AJ550856/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Moraxellaceae

Proteobacteria

OPU 26

Acinetobacter baylyi
(AF509820)
Acinetobacter gerneri
(AF509829)
Acinetobacter lwoffii
(X81665)
Acinetobacter schindleri
(AJ278311)
Acinetobacter towneri
(AF509823)
Acinetobacter ursingii
(AJ275038)

Gammaproteobacteria

Moraxellaceae

Proteobacteria

OPU 27

Beggiatoa alba
(AF110274/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Thiotrichaceae

Proteobacteria

OPU 28

Cupriavidus necator
(AF191737/Type sp.)
Ralstonia pickettii

(AY741342/Type sp.)

Betaproteobacteria

Burkholderiaceae

Proteobacteria

OPU 29

Burkholderia
acidipaludis (AB513180)
Burkholderia ferrariae
(DQ514537)
Burkholderia graminis
(U96939)

Burkholderia heleia
(AB495123)
Burkholderia kururiensis
(AB024310)
Burkholderia
phenoliruptrix
(AY435213)
Burkholderia tuberum
(AJ302311)

Betaproteobacteria

Burkholderiaceae

Proteobacteria

OPU 30

Bordetella hinzii
(AF177667)

Betaproteobacteria

Alcaligenaceae

Proteobacteria

OPU 31

Acidovorax anthurii
(AJ007013)
Acidovorax facilis
(AF078765/Type sp.)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 32

Xenophilus aerolatus
(EF660342)
Xylophilus ampelinus

Betaproteobacteria
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(AJ420330/Type sp.)

OPU 33

Curvibacter delicatus
(AF078756)
Curvibacter fontanus
(AB120963)
Curvibacter gracilis
(AB109889/Type sp.)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 34

Variovorax sp. MLBW?2
(AB610599)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 35

Limnohabitans australis
(FM178226)
Limnohabitans curvus
(AJ938026/Type sp.)
Limnohabitans parvus
(FM165536)
Limnohabitans
planktonicus
(FM165535)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 36

Ramlibacter
henchirensis
(AF439400)
Ramlibacter
tataouinensis
(AF144383/Type sp.)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 37

Ottowia thiooxydans
(AJ537466/Type sp.)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 38

Hydrogenophaga
palleronii (AF078769)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 39

Comamonas composti
(EF015884)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 40

Comamonas
denitrificans
(AF233877)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 41

Comamonas kerstersii
(AJ430347)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

OPU 42

Diaphorobacter
nitroreducens
(AB064317/Type sp.)
Diaphorobacter oryzae
(EU342381)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 43

uncultured bacterium

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria
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(AB491412)

OPU 44

Delftia acidovorans
(AB021417/Type sp.)
Delftia lacustris
(EU888308)

Delftia tsuruhatensis
(AB075017)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU 45

Pelomonas puraquae
(AM501439)
Pelomonas
saccharophila
(AB021407/Type sp.)

Betaproteobacteria

Comamonadaceae

Proteobacteria

OPU
046-1

Sutterella stercoricanis
(AJ566849)

Sutterella
wadsworthensis
(GU585669/Type sp.)

Betaproteobacteria

Sutterellaceae

Proteobacteria

OPU
046-2

Sutterella
wadsworthensis
(HM037997)

Betaproteobacteria

Sutterellaceae

Proteobacteria

OPU
046-3

Betaproteobacteria

Sutterellaceae

Proteobacteria

OPU 47

Parasutterella
excrementihominis
(AB370250/Type sp.)

Betaproteobacteria

Sutterellaceae

Proteobacteria

OPU 48

uncultured organism
(HQ760564)

Betaproteobacteria

Sutterellaceae

OPU 49

uncultured bacterium
(DQ801351)

Betaproteobacteria

Sutterellaceae

Proteobacteria

OPU 50

Neisseria gonorrhoeae
(X07714/Type sp.)
Neisseria iguanae
(GU233442)

Neisseria sicca ATCC
29256 (ACK002000016)

Betaproteobacteria

Neisseriaceae

Proteobacteria

OPUS51

Eikenella corrodens
(AB525415/Type sp.)

Betaproteobacteria

Neisseriaceae

Proteobacteria

OPU 52

Sulfuritalea
hydrogenivorans
(AB552842/Type sp.)

Betaproteobacteria

Rodocyclaceae

Proteobacteria




99

OPU 53

Hydrogenophilus
hirschii (FR749905)
Hydrogenophilus
thermoluteolus
(AB009828/Type sp.)

Betaproteobacteria

Hydrogenophilaceae

Proteobacteria

OPU 54

Pseudomonas beteli
(AB021406)
Stenotrophomonas
chelatiphaga
(EU573216)
Stenotrophomonas
maltophilia
(AB294553/Type sp.)
Stenotrophomonas
rhizophila (AJ293463)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 55

Stenotrophomonas
maltophilia (GU945534)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 56

Thermomonas brevis
(AJ519989)
Thermomonas fusca
(AJ519986)
Thermomonas
haemolytica
(AJ300185/Type sp.)
Thermomonas koreensis
(DQ154906)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 57

Dyella koreensis
(AY884571)
Dyella marensis
(AM939778)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 58

Dyella ginsengisoli
(AB245367)
Dyella soli (EU604272)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 59

Dyella thiooxydans
(EF397574)
Frateuria aurantia
(AB091194/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 60

Dyella terrae
(EU604273)
Fulvimonas soli
(AJ311653/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria

OPU 61

Rhodanobacter
thiooxydans (AB286179)

Gammaproteobacteria

Xhanthomonadaceae

Proteobacteria
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OPU 62

Arhodomonas aquaeolei
(M26631/Type sp.)

Gammaproteobacteria

Ectothiorhodospiracea
e

Proteobacteria

OPU 63

Ensifer arboris (278204)

Alphaproteobacteria

Rhizobiaceae

Proteobacteria

OPU 64

Rhizobium borbori
(EF125187)
Rhizobium larrymoorei
(230542)

Rhizobium pusense
(FJ969841)

Alphaproteobacteria

Rhizobiaceae

Proteobacteria

OPU 65

Shinella granuli
(AB187585/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Rhizobiaceae

Proteobacteria

OPU 66

Ochrobactrum anthropi
(CP000758/Type sp.)
Ochrobactrum ciceri
(DQ647056)
Ochrobactrum pecoris
(FR668302)

Alphaproteobacteria

Brucellaceae

Proteobacteria

OPU 67

Mesorhizobium
plurifarium (Y14158)

Alphaproteobacteria

Phyllobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 68

Mesorhizobium ciceri
(U07934)
Mesorhizobium loti
(X67229/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Phyllobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 69

Rhizobium
leguminosarum
(U29386/Type sp.)
Rhizobium tibeticum
(EU256404)
Rhizobium tubonense
(EU256434)

Alphaproteobacteria

Rhizobiaceae

Proteobacteria

OPU
070-2

Agromonas
oligotrophica
(D78366/Type sp.)
Bradyrhizobium
japonicum
(U69638/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Bradyrhizobiaceae

Proteobacteria

OPU
070-3

Afipia birgiae
(AF288304)
Afipia broomeae
(U87759)

Alphaproteobacteria

Bradyrhizobiaceae

Proteobacteria

OPU
070-4

uncultured
Bradyrhizobiaceae

Alphaproteobacteria

Bradyrhizobiaceae

Proteobacteria
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bacterium (AM935305)

OPU 71

Methylorosula polaris
(EU586035/Type sp.)
Methylovirgula ligni

(FM252034/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Beijerinckiaceae

Proteobacteria

OPU 72

Amorphus coralli
(DQO097300/Type sp.)
Amorphus orientalis
(FJ998414)

Alphaproteobacteria

Unclassified
Rhizobiales

Proteobacteria

OPU 73

Oceanibaculum indicum
(EU656113/Type sp.)
Oceanibaculum
pacificum (FJ463255)

Alphaproteobacteria

Rhodospirillaceae

Proteobacteria

OPU 74

Kiloniella laminariae
(AM749667/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 75

Sphingomonas
aromaticivorans
(CP000248)
Sphingomonas capsulata
(D16147)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 76

Sphingomonas leidyi
(AJ227812)

Alphaproteobacteria

Caulobacteraceae

Proteobacteria

OPU 77

Sphingomonas
oligophenolica
(AB018439)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 78

Brevundimonas nasdae
(AB071954)
Brevundimonas
vesicularis (AJ227780)

Alphaproteobacteria

Caulobacteraceae

Proteobacteria

OPU 79

Brevundimonas diminuta
(AB021415/Type sp.)
Brevundimonas
vancanneytii (AJ227779)

Alphaproteobacteria

Caulobacteraceae

Proteobacteria

OPU 80

uncultured bacterium
(DQ658781)

Alphaproteobacteria

Caulobacteraceae

Proteobacteria

OPU 81

uncultured bacterium
(DQ490042)

Alphaproteobacteria

Caulobacteraceae

Proteobacteria

OPU 83

Bosea minatitlanensis
(AF273081)
Bosea thiooxidans

Alphaproteobacteria

Bradyrhizobiaceae

Proteobacteria
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(AJ250796/Type sp.)

OPU 84

Acidocella
aluminiidurans
(AB362219)
Acidocella facilis
(D30774/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Acetobacteraceae

Proteobacteria

OPU 85

Reyranella massiliensis
(EF394922/Type sp.)

Alphaproteobacteria

Unclassified
Rhodospirillales

Proteobacteria

OPU 86

Bacteroides dorei
(AB242142)
Bacteroides massiliensis
(AY126616)

Bacteroides sartorii
(GQ456204)
Bacteroides vulgatus
(AJB67050)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 87

Bacteroides coprocola
(AB200224)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 88

Bacteroides plebeius
(AB200217)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 89

Bacteroides faecis
(GQ496624)
Bacteroides finegoldii
(AB222699)
Bacteroides
thetaiotaomicron
(AE015928)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 90

Bacteroides ovatus
(AB050108)
Bacteroides
xylanisolvens
(AM230650)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 91

Bacteroides acidifaciens
(AB021164)
Bacteroides caccae
(X83951)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 92

Bacteroides fragilis
(CR626927/Type sp.)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 93

Bacteroides
faecichinchillae
(AB574480)
Bacteroides nordii
(AY608697)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes
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Bacteroides salyersiae
(AY608696)

OPU 94

Bacteroides
cellulosilyticus
(AJ583243)
Bacteroides intestinalis
(AB214328)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 95

Bacteroides stercoris
(X83953)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 96

Bacteroides clarus
(AB490801)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 97

Bacteroides eggerthii
(AB050107)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 98

Bacteroides fluxus
(AB490802)
Bacteroides helcogenes
(AB200227)
Bacteroides rodentium
(AB531489)
Bacteroides uniformis
(AB050110)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 99

Bacteroides coprophilus
(AB260026)

Bacteroidia

OPU 100

Bacteroides salanitronis
(AB253731)

Bacteroidia

Bacteroidaceae

Bacteroidetes

OPU 101

Paraprevotella clara
(AB331896/Type sp.)
Paraprevotella
xylaniphila (AB331897)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 102

Prevotella copri
(AB064923)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 103

Prevotella fusca
(FJ545433)
Prevotella histicola
(EU126661)
Prevotella
melaninogenica
(CP002122/Type sp.)
Prevotella scopos
(FJ545434)
Prevotella veroralis
(L16473)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes
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OPU 104

Hallella seregens
(X81877/Type sp.)
Prevotella bergensis
(AY350613)
Prevotella denticola
(AY323524)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 105

Prevotella brevis
(AJ011682)
Prevotella bryantii
(AJ006457)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 106

Prevotella stercorea
(AB244774)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 107

Prevotella buccae
(L16477)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 108

Prevotella tannerae
(AJ005634)

Bacteroidia

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 109

Parabacteroides
distasonis
(AB238922/Type sp.)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 110

Parabacteroides
johnsonii (AB261128)
Parabacteroides merdae
(AB238928)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 111

Barnesiella
intestinihominis
(AB370251)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 112

uncultured bacterium
(EUT774794)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 113

Butyricimonas virosa
(AB443949)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 114

Odoribacter
splanchnicus
(L16496/Type sp.)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 115

uncultured organism
(HQ792271)

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 116

Alistipes finegoldii
(AY643083)
Alistipes onderdonkii
(AY974071)
Alistipes putredinis
(L16497/Type sp.)

Bacteroidia

Rikenellaceae

Bacteroidetes
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Alistipes shahii
(AY974072)

OPU 117

Alistipes indistinctus
(AB490804)

Bacteroidia

Rikenellaceae

Bacteroidetes

OPU 118

uncultured bacterium
(FJ793177)

Bacteroidia

Rikenellaceae

OPU 119

Psychroflexus halocasei
(FR714910)

Flavobacteria

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 120

Owenweeksia
hongkongensis
(AB125062/Type sp.)

Flavobacteria

Cryomorphaceae

Bacteroidetes

OPU 121

Chryseobacterium
arthrosphaerae
(FN398101)
Chryseobacterium
vietnamense
(HM212415)

Flavobacteria

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 122

Cloacibacterium
normanense
(AJ575430/Type sp.)
Cloacibacterium rupense
(EU581834)

Flavobacteria

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 123

Chryseobacterium
koreense (AF344179)

Flavobacteria

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 124

Elizabethkingia
anophelis
(EF426425/Type sp.)
Elizabethkingia
meningoseptica
(AJ704540/Type sp.)
Elizabethkingia miricola
(AB071953)

Soonwooa buanensis
(FJ713810/Type sp.)

Flavobacteria

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 125

Sediminibacterium
salmoneum
(EF407879/Type sp.)

Flavobacteria

Chitinophagaceae

Bacteroidetes

OPU 126

Hydrotalea flava
(FN665659/Type sp.)

Flavobacteria

Chitinophagaceae

Bacteroidetes

OPU 127

uncultured bacterium
(AY820722)

Deltaproteobacteria

Uncultured
Deltaproteobacteria

Proteobacteria
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OPU 128 | uncultured bacterium Deltaproteobacteria Uncultured Proteobacteria
(EU8B03844) Deltaproteobacteria

OPU 129 | uncultured bacterium Deltaproteobacteria Uncultured Proteobacteria
(JF800713) Deltaproteobacteria

OPU 130 | uncultured bacterium Deltaproteobacteria Uncultured Proteobacteria
(HM126783) Deltaproteobacteria

OPU 131 | uncultured bacterium Deltaproteobacteria Uncultured Proteobacteria
(JF833867) Deltaproteobacteria

OPU 132 | uncultured bacterium Deltaproteobacteria Uncultured Proteobacteria
(FJ437978) Deltaproteobacteria

OPU 133 | Elusimicrobium minutum | Elusimicrobia Elusimicrobiaceae Elusimicrobia
(AM490846/Type sp.)

OPU 134 | Schlesneria paludicola Planctomycetes Planctomycetceae Planctonycetes
(AM162407/Type sp.)

OPU 135 | uncultured bacterium OD1 Candidate division OD1
(GU553741) OoD1

OPU 136 | Victivallis vadensis Lentisphaeria Victivallaceae Lentisphaerae
(AY049713/Type sp.)

OPU 137 | Clostridium innocuum Clostridia Clostridiaceae Firmicutes
(M23732)

OPU 138 | Eubacterium dolichum Clostridia Eubacteriaceae Firmicutes
(L34682)
Eubacterium tortuosum
(L34683)

OPU 139 | Eubacterium biforme Clostridia Eubacteriaceae Firmicutes
(M59230)

OPU 140 | uncultured bacterium Clostridia Uncultured Firmicutes | Firmicutes
(GQ492216)

OPU 141 | Holdemania filiformis Clostridia Erysipelotrichaceae Firmicutes
(Y11466/Type sp.)

OPU 142 | Clostridium ramosum Clostridia Clostridiaceae Firmicutes
(X73440)

OPU 143 | Clostridium Clostridia Clostridiaceae Firmicutes
saccharogumia
(DQ100445)

OPU 144 | Clostridium spiroforme Clostridia Clostridiaceae Firmicutes

(X75908)
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OPU 145

uncultured bacterium
(DQ806500)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 146

Catenibacterium
mitsuokai
(AB030224/Type sp.)

Clostridia

Erysipelotrichaceae

Firmicutes

OPU
146-2

Catenibacterium
mitsuokai
(AB030224/Type sp.)

Clostridia

Erysipelotrichaceae

Firmicutes

OPU 147

uncultured bacterium
(JF210269)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes

OPU 148

Fusobacterium
canifelinum (AY162221)
Fusobacterium
nucleatum subsp.
nucleatum
(AE009951/Type sp.)
Fusobacterium
nucleatum subsp.
polymorphum
(AF287812)
Fusobacterium
nucleatum subsp.
vincentii
(AABF01000111)
Fusobacterium simiae
(M58685)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes

OPU 149

uncultured bacterium
(EU773871)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes

OPU 150

Fusobacterium
nucleatum subsp.
animalis (GQ301042)

Fusobacteria

OPU 151

Fusobacterium
periodonticum (X55405)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes

OPU 152

Fusobacterium ulcerans
(X55412)
Fusobacterium varium
(AJ867036)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes

OPU 153

Fusobacterium equinum
(AJ295750)
Fusobacterium
gonidiaformans
(X55410)
Fusobacterium
necrophorum subsp.

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes




108

funduliforme
(AB525413)

OPU 154

Leptotrichia sp. oral
clone 1K040 (AY349387)

Fusobacteria

Leptotrichiaceae

Firmicutes

OPU 155

uncultured bacterium
(EU773871)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Firmicutes

OPU 156

Veillonella atypica
(AF439641)
Veillonella caviae
(AY355140)
Veillonella denticariosi
(EF185167)
Veillonella dispar
(AF439639)
Veillonella
montpellierensis
(AF473836)
Veillonella parvula
(AY995767/Type sp.)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 157

uncultured bacterium
(FJ365765)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 158

Megasphaera elsdenii
(U95027/Type sp.)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 159

Megasphaera
micronuciformis
(AF473834)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 160

Allisonella
histaminiformans
(AF548373/Type sp.)
Dialister pneumosintes
(X82500/Type sp.)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 161

Dialister invisus
(AY162469)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 162

Centipeda periodontii
(AJ010963/Type sp.)
Selenomonas infelix
(AF287802)
Selenomonas noxia
(AF287799)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 163

Mitsuokella jalaludinii
(AF479674)
Mitsuokella multacida

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes
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(X81878/Type sp.)

OPU 164 | Megamonas funiformis Negativicutes Veillonellaceae Firmicutes
(AB300988)
Megamonas rupellensis
(EU346729)

OPU 165 | Phascolarctobacterium Negativicutes Acidaminococcaceae Firmicutes
succinatutens
(AB490811)

OPU 166 | Phascolarctobacterium Negativicutes Acidaminococcaceae Firmicutes
faecium (X72865/Type
sp.)

OPU 167 | Acidaminococcus Negativicutes Acidaminococcaceae Firmicutes
fermentans
(X78017/Type sp.)
Acidaminococcus
intestini (AF473835)

OPU 168 | uncultured bacterium Negativicutes Veillonellaceae
(HM277793)

OPU 169 | Selenomonas lipolytica Negativicutes Veillonellaceae Firmicutes
(AF001901)

OPU 170 | uncultured bacterium Negativicutes Unclutured Firmicutes | Firmicutes
(AY916294)

OPU 172 | uncultured bacterium Unclutured Firmicutes Unclutured Firmicutes | Firmicutes
(AJ583204)

OPU 173 | Daucus carota (carrot) Cyanobacteria Chloroplast Cyanobacteria
(X73670)

OPU 174 | uncultured organism Cyanobacteria Uncultured Cyanobacteria
(IN486390) Cyanobacteria

OPU 175 | uncultured bacterium Uncultured Uncultured Proteobacteria
(EU768575) Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria

OPU 176 | uncultured bacterium Unclutured actinobacteria uncultured Actinobacteria
(HM445484)

OPU 177 | Halanaerobaculum Halobacteroidaceae Firmicutes
tunisiense (EU327343)

OPU 178 | Dietzia actinobacteria Actinobacteria dietziaceae Actinobacteria
(GC368824)

OPU 179 | Corynebacterium Actinobacteria Corynebacteriaceae Actinobacteria

macginleyi (AJ439345)
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Corynebacterium
tuberculostearicum
(AJ438050)

OPU 180

uncultured bacterium
(HM445560)

Actinobacteria

Corynebacteriaceae

Actinobacteria

OPU 181

Actinomyces
odontolyticus
(AJ234040)

Actinobacteria

Actinomycetaceae

Actinobacteria

OPU 182

Brevibacterium picturae
(AJ620364)
Brevibacterium
sandarakinum
(FN293377)

Actinobacteria

Brevibacteraceae

Actinobacteria

OPU 183

Micrococcus luteus
(AJ536198/Type sp.)
Micrococcus lylae
(X80750)

Actinobacteria

Micrococcaceae

Actinobacteria

OPU 184

Janibacter limosus
(Y08539/Type sp.)

Actinobacteria

Intrasporangiaceae

Actinobacteria

OPU 185

Janibacter limosus
(Y08539/Type sp.)

Actinobacteria

Intrasporangiaceae

Actinobacteria

OPU 186

uncultured compost
bacterium (FN667026)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 187

Leucobacter alluvii
(AMO072820)
Leucobacter komagatae
(D45063/Type sp.)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 188

Leucobacter alluvii
(AMO072820)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 190

Propionibacterium acnes
(AB042288)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 191

Propionibacterium
granulosum (AJO03057)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 192

Tessaracoccus
bendigoensis
(AF038504/Type sp.)
Tessaracoccus oleiagri
(GU111566)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 193

Eggerthella sinensis
(AY321958)

Actinobacteria

Coriobacteriaceae

Actinobacteria
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Gordonibacter
pamelaeae
(AM886059/Type sp.)
Paraeggerthella
hongkongensis
(AY288517/Type sp.)

OPU 194

Eggerthella lenta
(AF292375/Type sp.)

Actinobacteria

Coriobacteriaceae

Actinobacteria

OPU 195

Adlercreutzia
equolifaciens
(AB306661/Type sp.)
Enterorhabdus
mucosicola
(AM747811/Type sp.)

Actinobacteria

Coriobacteriaceae

Actinobacteria

OPU 196

Collinsella aerofaciens
(AB011816/Type sp.)

Actinobacteria

Coriobacteriaceae

Actinobacteria

OPU
196-2

Collinsella aerofaciens
(AB011816/Type sp.)

Actinobacteria

Coriobacteriaceae

Actinobacteria

OPU 197

Atopobium parvulum
(CP001721)
Atopobium rimae
(AF292371)

Actinobacteria

Coriobacteriaceae

Actinobacteria

OPU 198

Ruminococcus faecis
(FJ611794)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 199

Ruminococcus lactaris
(L76602)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 200

uncultured bacterium
(FJ509801)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 201

Coprococcus comes
(EF031542)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 202

Clostridium
glycyrrhizinilyticum
(AB233029)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 203

Ruminococcus torques
(L76604)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 204

uncultured bacterium
(DQ824050)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 205

Clostridium nexile
(X73443)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes
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OPU 206 | Ruminococcus gnavus Clostridia Ruminococcaceae Firmicutes
(X94967)

OPU 207 | Dorea longicatena Clostridia Lachnospiraceae Firmicutes
(AJ132842)

OPU 208 | uncultured bacterium Clostridia Lachnospiraceae Firmicutes
(EU775530)

OPU 209 | Dorea formicigenerans Clostridia Lachnospiraceae Firmicutes
(L34619/Type sp.)

OPU 210 | uncultured bacterium Clostridia Uncultured Firmicutes | Firmicutes
(DQ794633)

OPU 211 | Clostridium scindens Clostridia Clostridiaceae Firmicutes
(AF262238)

OPU 212 | uncultured bacterium Clostridia Uncultured Firmicutes | Firmicutes
(DQ795704)

OPU 213 | uncultured bacterium Clostridia Uncultured Firmicutes | Firmicutes
(DQ800695)

OPU 215 | Blautia wexlerae Clostridia Lachnospiraceae Firmicutes
(EF036467)

OPU 216 | uncultured bacterium Clostridia Unclassified Firmicutes
(AY982765) Clostridiales

OPU 217 | Blautia glucerasea Clostridia Unclassified Firmicutes
(AB439724) Clostridiales

OPU 218 | uncultured bacterium Clostridia Uncultured Firmicutes | Firmicutes
(EU778842)

OPU 219 | Ruminococcus obeum Clostridia Ruminococcaceae Firmicutes
(X85101)

OPU 220 | Blautia luti (AJ133124) Clostridia Unclassified Firmicutes

Clostridiales

OPU 221 | Blautia coccoides Clostridia Unclassified Firmicutes
(AB571656) Clostridiales
Blautia hansenii
(AB534168)
Blautia producta
(L76595)
Blautia stercoris
(HM626177)

OPU 222 | uncultured bacterium Clostridia Uncultured Firmicutes | Firmicutes

(DQ802533)
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OPU 223

uncultured bacterium
(DQO71475)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 224

Lactonifactor
longoviformis
(DQ100449/Type sp.)
Ruminococcus
gauvreauii (EF529620)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 225

Clostridium
clostridioforme
(M59089)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 226

Clostridium citroniae
(DQ279737)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 227

Clostridium sp.
(AJ002591)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 228

Clostridium bolteae
(AJ508452)
Clostridium lavalense
(EF564277)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 229

uncultured bacterium
(EU510219)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 230

Clostridium aldenense
(DQ279736)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 231

Clostridium symbiosum
(M59112)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 232

uncultured bacterium
(EU531926)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 233

uncultured bacterium
(GQ491418)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 234

uncultured bacterium
(AY982766)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 235

uncultured bacterium
(DQ795209)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 236

uncultured organism
(HQ791041)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 237

uncultured bacterium
(FJ504169)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 238

uncultured bacterium
(DQ823771)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes
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OPU 240

uncultured bacterium
(EU767878)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 241

Clostridium hathewayi
(AJ311620)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 242

Marvinbryantia
formatexigens
(AJ505973/Type sp.)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU
242-2

Marvinbryantia
formatexigens
(AJ505973/Type sp.)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 243

uncultured bacterium
(EU765024)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 244

Coprococcus catus
(AB038359)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 245

Acetivibrio
ethanolgignens
(FR749897)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 246

Eubacterium hadrum
(FR749932)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 247

Anaerostipes caccae
(AJ270487/Type sp.)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 248

Eubacterium hallii
(L34621)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 249

Roseburia faecis
(AY305310)
Roseburia hominis
(AJ270482)
Roseburia intestinalis
(AJ312385)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 250

Butyrivibrio fibrisolvens
(AY169412)

Clostridia

Lachnospiraceae

OPU 251

uncultured bacterium
(EU462328)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 252

Roseburia inulinivorans
(AJ270473)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 253

Eubacterium rectale
(L34627)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 254

uncultured bacterium

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes
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(DQ793364)

OPU 255

uncultured bacterium
(DQ793889)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 256

Bacteroides
galacturonicus
(DQ497994)
Lactobacillus rogosae
(GU269544)

Clostridia

Lactobacillaceae

Firmicutes

OPU 257

Eubacterium eligens
(L34420)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 258

uncultured bacterium
(DQ824130)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 259

Eubacterium ventriosum
(L34421)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 260

uncultured bacterium
(GQ898730)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 261

uncultured bacterium
(DQ797221)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 262

uncultured bacterium
(DQ824050)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 263

uncultured bacterium
(DQ799863)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 264

uncultured bacterium
(EU469607)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 265

Butyrivibrio fibrisolvens
(U41172/Type sp.)
Butyrivibrio
proteoclasticus
(U37378)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU
265-2

Oribacterium sinus
(AY323228/Type
sp.)Oribacterium
asaccharolyticum
(HM120211)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 266

uncultured bacterium
(AY980384)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 267

Eubacterium saburreum
(AB525414)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes
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OPU 268

uncultured bacterium
(EU469425)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 269

Eubacterium
ruminantium
(AB008552)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 270

Eubacterium
xylanophilum (L34628)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 271

uncultured bacterium
(EU766736)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 272

Howardella ureilytica
(DQ925472/Type sp.)

Clostridia

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 273

uncultured bacterium
(DQ797026)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 274

Clostridium
aminophilum (L04165)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 275

uncultured bacterium
W028 (AF125202)

Clostridia

OPU 276

Cellulosilyticum
lentocellum (X71851)
Cellulosilyticum
ruminicola (EF382648)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 277

Clostridium
lactatifermentans
(AY033434)

Clostridium
neopropionicum
(X76746)

Clostridium propionicum
(X77841)

Clostridia

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 278

Clostridium bartlettii
(AY438672)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 279

Clostridium
lituseburense (M59107)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 280

Clostridium glycolicum
(X76750)

Clostridium mayombei
(FR733682)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 281

Clostridium difficile
(ABO75770)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes
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OPU 282

Peptostreptococcus
anaerobius
(AY326462/Type sp.)
Peptostreptococcus
stomatis (DQ160208)

Clostridia

Peptostreptococcaceae

Firmicutes

OPU 283

Eubacterium brachy
(236272)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 284

Anaerovorax
odorimutans
(AJ251215/Type sp.)

Clostridia

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 285

Eubacterium infirmum
(U13039)
Eubacterium sulci
(AJ006963)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 286

Peptoniphilus gorbachii
(DQ911241)
Peptoniphilus harei
(Y07839)

Peptoniphilus olsenii
(DQ911242)

Clostridia

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 287

Anaerococcus octavius
(Y07841)

Clostridia

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 288

uncultured Clostridiales
bacterium (EF419367)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 289

Parvimonas micra
(AY323523/Type sp.)

Clostridia

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 290

Faecalibacterium
prausnitzii
(AJ413954/Type sp.)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 291

Gemmiger formicilis
(GU562446/Type sp.)
Subdoligranulum
variabile
(AJ518869/Type sp.)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 292

uncultured bacterium
(EU475053)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 293

uncultured bacterium
(DQ810046)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 294

uncultured bacterium
(FJ511830)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes
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OPU 295

Eubacterium siraeum
(L34625)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 296

Clostridium leptum
(AJ305238)
Clostridium
sporosphaeroides
(X66002)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 297

Ruminococcus bromii
(L76600)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 298

Eubacterium
coprostanoligenes
(HM037995)

Clostridia

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 299

Ruminococcus albus
(L76598)
Ruminococcus callidus
(L76596)
Ruminococcus
champanellensis
(AJ515913)
Ruminococcus
flavefaciens
(L76603/Type sp.)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 300

Anaerotruncus
colihominis
(AJ315980/Type sp.)

Clostridia

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 301

Clostridium cellulosi
(L09177)
Ethanoligenens
harbinense
(AY295777/Type sp.)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 302

uncultured bacterium
(EF404944)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 303

Flavonifractor plautii
(AY724678/Type sp.)

Clostridia

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 304

uncultured bacterium
(DQ796985)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 305

uncultured bacterium
(EU462423)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU
305-2

uncultured bacterium
(EU462423)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes
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OPU 306

Oscillibacter
valericigenes
(AB238598/Type sp.)

Clostridia

Oscillospiraceae

Firmicutes

OPU 307

uncultured bacterium
(DQ797232)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 308

uncultured bacterium
(DQ793223)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 309

uncultured organism
(HQ759228)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 310

uncultured organism
(HQ759228)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 311

uncultured bacterium
(FJ366843)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 312

uncultured bacterium
(FJ363126)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 313

uncultured bacterium
(GQ897604)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 314

Butyricicoccus
pullicaecorum
(EU410376/Type sp.)
Eubacterium desmolans
(L34618)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 315

uncultured Clostridiales
bacterium (AM420036)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 316

uncultured bacterium
(EF403120)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 317

uncultured bacterium
(DQ797210)

Clostridia

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 318

Clostridium celatum
(X77844)

Clostridium disporicum
(Y18176)

Clostridium quinii
(X76745)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 319

Clostridium
paraputrificum (X75907)
Clostridium vincentii
(X97432)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes
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OPU 320

Clostridium perfringens
(CP000246)

Clostridia

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 321

Mahella australiensis
(AY331143/Type sp.)

Clostridia

Thermoanaerobacteral
es

Firmicutes

OPU 322

Christensenella minuta
(AB490809/Type sp.)

Clostridia

Christensenellaceae

Firmicutes

OPU 323

Bacillus muralis
(AJ316309)

Bacillus
psychrosaccharolyticus
(AB021195)

Bacilli

Bacillaceae

Firmicutes

OPU 324

Bacillus cereus
(AE016877)

Bacillus thuringiensis
(D16281)

Bacilli

Bacillaceae

Firmicutes

OPU 325

Staphylococcus aureus
subsp. aureus
(L36472/Type sp.)
Staphylococcus capitis
subsp. capitis (L37599)

Bacilli

Staphylococcaceae

Firmicutes

OPU 326

Streptococcus infantis
(AY485603)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 327

Streptococcus lactarius
(GU045364)
Streptococcus peroris
(AB008314)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 328

Streptococcus sanguinis
(AF003928)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 329

Streptococcus
parasanguinis
(AF003933)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 330

uncultured bacterium
(FJ558307)

Bacilli

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 331

Streptococcus gordonii
(AF003931)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 332

Streptococcus salivarius
subsp. salivarius
(AY188352)
Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes
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(AY188354)

OPU 333

uncultured bacterium
(EU473173)

Bacilli

Uncultured Firmicutes

Firmicutes

OPU 334

Streptococcus anginosus
(AF104678)
Streptococcus
massiliensis (AY769997)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 335

Streptococcus mutans
(AY188348)

Bacilli

Streptococcaceae

Firmicutes

OPU 336

Enterococcus faecalis
(AB012212/Type sp.)
Vagococcus fluvialis
(Y18098/Type sp.)

Bacilli

Enterococcaceae

Firmicutes

OPU 337

Granulicatella adiacens
(D50540/Type sp.)
Granulicatella
balaenopterae (Y16547)
Granulicatella elegans
(AF016390)

Bacilli

Carnobacteriaceae

Firmicutes

OPU 338

Abiotrophia defectiva
(D50541/Type sp.)

Bacilli

Aerococcaceae

Firmicutes

OPU 339

Gemella haemolysans
(L14326/Type sp.)
Gemella morbillorum
(L14327)

Bacilli

Unclassified Bacillales

Firmicutes

OPU 340

Eubacterium fissicatena
(FR749936)

Clostridia Il

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 341

Uncultured
Bacterium(EF405397)

Clostridia Il

Unclassified
Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 342

Uncultured
Bacterium(EF405398)

Clostridia Il

Unclassified
Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 343

Clostridium hylemonae
(AB023973)

Clostridia Il

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 344

Blautia schinkii
(X94965)

Clostridia Il

Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 345

Uncultured
Bacterium(HQ807840)

Clostridia Il

Unclassified
Lachnospiraceae

Firmicutes

OPU 346

Uncultured

Clostridia Il

Unclassified

Firmicutes
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Bacterium(KC245425)

Lachnospiraceae

OPU 347 | Uncultured Clostridia Il Unclassified Firmicutes
Bacterium(CQ492655) Lachnospiraceae

OPU 348 | Uncultured Clostridia Il Unclassified Firmicutes
Bacterium(HQ762822) Lachnospiraceae

OPU 349 | Uncultured Clostridia Il Unclassified Proteobacteria
Bacterium(EU777899) Lachnospiraceae

OPU 350 | Uncultured Clostridia Il Unclassified Firmicutes
Bacterium(EF404620) Lachnospiraceae

OPU 351 | Uncultured Clostridia Il Unclassified Firmicutes
Bacterium(FJ512204) Lachnospiraceae

OPU 352 | Clostridium fimetarium Clostridia Il Clostridiaceae Firmicutes
(AF126687)

OPU 353 | unsclassified Uncultured | Clostridia Il Pseudonocardiaceae Firmicutes
Bacterium(AJ270491)

OPU 354 | Coprococcus eutactus Clostridia Il Lachnospiraceae Firmicutes
(EF031543)

OPU 355 | Uncultured bacteria Clostridia Il Pseudonocardiaceae Firmicutes
(DQ795863)

OPU 366 | Butyvirbio crossotus Clostridia Il Lachnospiraceae Firmicutes
(U37378)

OPU 367 | Uncultured Clostridia Il Pseudonocardiaceae Firmicutes
bacteria(HQ791355)

OPU 368 | Acetatifactor muris type | Clostridia Il Lachnospiraceae Firmicutes
sp(HM989805)

OPU 369 | Uncultured bacteria Clostridia Il Unclassified Firmicutes
(DQ456398) Lachnospiraceae

OPU 370 | Clostridium colinum Clostridia Il Clostridiaceae Firmicutes
(X76748)

OPU 371 | Clostridium sordellii Clostridia Il Clostridiaceae Firmicutes
(AB075771) Clostridium
ghonii (AB542933)

OPU 372 | Peptostreptococcus Clostridia Il Peptostreptococcaceae | Firmicutes
russellii (AY167952)

OPU 373 | Aminicella lysinilytica Clostridia Il Eubacteriaceae Firmicutes

(AB298740)
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OPU 374

Mogibacterium timidum
(236296) Mogibacterium
neglectum (AB037875)
Mogibacterium pumilum
(AB021701)

Clostridia Il

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 375

Uncultured bacteria
Family X111
Mogibacterium(JQ18557
2)

Clostridia Il

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 376

Uncultured Bacteria
Family XII1
Mogibacterium(DQ7979
98)

Clostridia Il

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 377

Anaerococcus prevotii
(AF542232)

Clostridia Il

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 378

Anaerococcus
hydrogenalis
(ABXA01000039)Anaero
coccus vaginalis
(AF542229)

Clostridia Il

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 379

Murdochiella
asaccharolytica
(EU483153)Murdochiell
a Finegoldia
(EU483153)
Murdochiella magna
(EU483153)

Clostridia Il

Unclassified
Clostridiales

Firmicutes

OPU 380

Anaerofilum
pentosovorans (X97852)

Clostridia Il

Ruminococcaceae

Firmicutes

OPU 381

Uncultured
Ruminococcaceae
Clostridia(HQ740050)

Clostridia Il

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 382

Uncultured Unclassified
Erysipelotrichaceae(EU
344733)

Clostridia Il

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 383

Clostridium
methylpentosum
(v18181)

Clostridia Il

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 384

Acetanaerobacterium
elongatum
(AY487928/Type. sp)
Hidrogenoanaerobacteri
um saccharovorans

Clostridia Il

Ruminococcaceae

Firmicutes
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(EU158190)

OPU 385

Uncultured Bacteriua
Ruminococcaceae
Clostridia (HQ785763)

Clostridia Il

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 386

Eubacterium
moniliforme (AB540985)

Clostridia Il

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 387

Clotridium
sulfidigenes(AF116920)
Clostridium
subterminalis(AF241844
)Clostridium
thiosulfatireducens(AY02
4332)

Clostridia Il

Clostridiaceae

Firmicutes

OPU 388

Eubacterium
limosum(M59120)

Clostridia Il

Eubacteriaceae

Firmicutes

OPU 389

Uncultured bacteria
(AM691886)

Clostridia Il

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 390

Actinomyces oris
(AB545935)
Actinomyces viscosus
(X82453)

Actinobacteria

Actinomycetaceae

Actinobacteria

OPU 391

Flaviflexus
huanghaiensis
(JN815236)

Actinobacteria

Actinomycetaceae

Actinobacteria

OPU 392

Gerogenia
satyanarayanai
(AJ299402)

Actinobacteria

Deferribacteraceae

Actinobacteria

OPU 393

Branchybacterium
squillarum (AB520822)

Actinobacteria

Dermacoccaceae

Actinobacteria

OPU 394

Arthrobacter flavus
(AB537168)
Arthrobacter agilis
(X80748)

Actinobacteria

Micrococcaceae

Actinobacteria

OPU 395

Arthrobacter sp
(EF660748)

Actinobacteria

Micrococcaceae

Actinobacteria

OPU 396

Arthrobacter
protophormia(X80741)
Arthrobacter
mysorensis(AJ617482)
Arthrobacter
ardleyensis(AJ551163)

Actinobacteria

Micrococcaceae

Actinobacteria
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Arthrobacter
nicotianae(X80739)

OPU 397 | Micrococcus lactis Actinobacteria Micrococcaceae Actinobacteria
(FN673681)Micrococcus
zhihengliuella(FJ214355
)Micrococcus
aestuarii(AJ717388)

OPU 398 | Kocuria rosea (X87756) | Actinobacteria Micrococcaceae Actinobacteria

opu 399 | Kocuria flava Actinobacteria Micrococcaceae Actinobacteria
(EF602041)

OPU 400 | Rothia mucilaginosa Actinobacteria Micrococcaceae Actinobacteria
(X87758)

OPU 401 | Kocuria sp (GQ352404) | Actinobacteria Micrococcaceae Actinobacteria

OPU 402 | Xylanimicrobium ulmi Actinobacteria Promicromonosporace | Actinobacteria
(AF105422) ae
Xylanimicrobium
pachnoda(AY273185)

OPU 403 | Ornithinimicrobium Actinobacteria Intrasporangiaceae Actinobacteria
humiphilum type sp
(AJ277650)

OPU 404 | Ornithinimicrobium Actinobacteria Intrasporangiaceae Actinobacteria
tianjinense (JQ948045)

OPU 405 | Arsenicicoccus Actinobacteria Intrasporangiaceae Actinobacteria
bolidensis (AJ558133)

OPU 406 | Aquipuribacter Actinobacteria Intrasporangiaceae Actinobacteria
hungaricus (FM179321)

OPU 407 | Sanguibacter marinus Actinobacteria Sanguibacteraceae Actinobacteria
(AJ783958)
Sanguibacter soli
(EF547937)

OPU 408 | Microbacterium mitrae Actinobacteria Microbacteriaceae Actinobacteria
(GQ351351)

OPU 409 | Microbacterium Actinobacteria Microbacteriaceae Actinobacteria

oleivorans (AJ698725)
Microbacterium
laevaniformans
(Y17234)

OPU 410

Microbacterium

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria
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hatanonis (AB274908)

OPU 411

Microbacterium
shaanxiense (KJ735510)
Microbacterium murale
(HE585693)Microbacter
ium invictum
(AM949677)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 412

Microbacterium aurum
(Y17229)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 413

Agrococcus citreus
(AB279547)Agrococcus
jenesis (X92492)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 414

Naasia aerilata type sp
(JQ639051)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 415

Yonghaparkia
alkaliphila type sp
(DQ256087)

Actinobacteria

Microbacteriaceae

Actinobacteria

OPU 416

Quadrisphaera
granulorum type sp
(AY831385)

Actinobacteria

Kineosporiaceae

Actinobacteria

OPU 417

Streptomyces flaveolus
(AB184764)Streptomyce
s phaeoluteichromat
(AJ391813)Streptomyces
misionensis (EF178678)

Actinobacteria

Streptomycetaceae

Actinobacteria

OPU 418

Corynebacterium
coyleae
(X96497)Corynebacteriu
m imitans (Y09044)

Actinobacteria

Corynebacteriaceae

Actinobacteria

OPU 419

Uncultures
bacteria(CQ092935)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 420

Corynebacterium
kroppenstedtii (Y10077)

Actinobacteria

Corynebacteriaceae

Actinobacteria

OPU 421

Rhodococcus
yunnanensis (AY602219)

Actinobacteria

Nocardiaceae

Actinobacteria

OPU 422

Nocardia coeliaca
(FR733721)Nocardia
Rhodococcus
(EF418604)Nocardia
erythropolis

Actinobacteria

Nocardiaceae

Actinobacteria
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(HM153801)

OPU 423

Mycobacterium
phocaicum
(AY859682)Mycobacteri
um mucogenicum
(AY457074)

Actinobacteria

Mycobacteriaceae

Actinobacteria

OPU 424

Propionibacterium
cyclohexanicum
(D82046)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 425

Luteococcus sediminum
(KC986353)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 426

Propioniciclava tarda
type sp (AB298731)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 427

Friedmanniella
spumicola
okinawensis(AF062535)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 428

Microlunatus
phosphovorus type sp
(278207)

Actinobacteria

Propionibacteriaceae

Actinobacteria

OPU 429

Nocardiodis exalbidus
(AB092561)Nocardiodis
furvisabuli
(AB092561)Nocardiodis
alpinus
(AB092561)Nocardiodis
sediminis (AB092561)

Actinobacteria

Nocardiaceae

Actinobacteria

OPU 430

Marmoricola scoriae
(FN386750)

Actinobacteria

Nocardioidaceae

Actinobacteria

OPU 431

Marmoricola
bigeumensis (EF466120)

Actinobacteria

Nocardioidaceae

Actinobacteria

OPU 432

Aeromicrobium
fastidiosum
ponti(AF005022)

Actinobacteria

Nocardioidaceae

Actinobacteria

OPU 434

Pseudonocardia
petroleophila
(AF325725)Pseudonocar
dia seranimata
(AF325725)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 435

Pseudonocardia
yuanmonensis

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria
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(JNG56709)

OPU 436

Lentzea waywayandensis
(AB020029)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 437

Blastococcus aggregatus
(L40614)Blastococcus
endophyticus
(GQ494034)

Actinobacteria

Geodermatophilaceae

Actinobacteria

OPU 438

Modestobacter
multiseptatus(Y18646)M
odestobacter
marinus(EU181225)

Actinobacteria

Geodermatophilaceae

Actinobacteria

OPU 439

Geodermatophilus
obscurus
sp(X92356)Geodermatop
hilus
africanus(HE654550)Ge
odermatophilus
siccatus(HE654548)

Actinobacteria

Geodermatophilaceae

Actinobacteria

OPU 440

Uncultured Bacteria
(KC554514)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 441

Uncultured Bacteria
(AM935704)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 443

Aquihabitans
deachungensis
(JN033775)

Actinobacteria

lamiaceae

Actinobacteria

OPU 444

Aquihabitans
daechungensis
(IN033775)

Actinobacteria

lamiaceae

Actinobacteria

OPU 445

Uncultured
bacteria(CQ263145)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 446

Uncultured
bacteria(CQ422741)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

OPU 447

Slackia piriformis
(AB490806)

Actinobacteria

Eggerthellaceae

Actinobacteria

OPU
447-2

Slackia piriformis
(AB490806)

Actinobacteria

Eggerthellaceae

Actinobacteria

OPU 448

Uncultured
bacteria(AM406065)

Actinobacteria

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria
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OPU 449 | Uncultured Actinobacteria Pseudonocardiaceae Actinobacteria
bacteria(KF101363)

OPU 450 | Uncultured Actinobacteria Pseudonocardiaceae Actinobacteria
bacteria(AM4046445)

OPU 451 | Olsenella Actinobacteria Atopobacteriaceae Actinobacteria
scatoligenes(JX905358)

OPU 452 | Olsenella sp(AB739700) | Actinobacteria Atopobacteriaceae Actinobacteria

OPU 453 | Olsenella profusa Actinobacteria Atopobacteriaceae Actinobacteria
(AF292374)

OPU 454 | Olsenella umbonata Actinobacteria Atopobacteriaceae Actinobacteria
(FN178463)

OPU 455 | Uncultured Bacteria Actinobacteria Pseudonocardiaceae Actinobacteria
(FJ369490)

OPU 456 | Solirubrobacter Actinobacteria Solirubrobacteraceae Actinobacteria
ginsenosidimutans
(EU332825)

OPU 457 | Thermoleophilum album | Actinobacteria Thermoleophilaceae Actinobacteria
(AJ458462)

OPU 458 | Streptococcus mitis Bacilli Streptococcaceae Firmicutes
(AF003929)Streptococcu
s oralis (AY485602)

OPU 459 | Streptococcus tigurinus Bacilli Streptococcaceae Firmicutes
(IN004270)

OPU 460 | Streptococcus lutetiensis | Bacilli Streptococcaceae Firmicutes
(AJ297215)Streptococcu
s equinus (AJ301607)

OPU 461 | Streptococcus sinensis Bacilli Streptococcaceae Firmicutes
(AF432856)Streptococcu
s oligofermentans
(AY099095)

OPU 462 | Streptococcus sobrinus Bacilli Streptococcaceae Firmicutes
(AY188349)

OPU 463 | Lactococcus lactis Bacilli Streptococcaceae Firmicutes
(AB598994)

OPU 464 | Carnobacterium Bacilli Carnobacteriaceae Firmicutes

jeotgali(EU817500)
Carnobacterium
viridans(AF425608)
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Carnobacterium
inhibens(HE583595)

OPU 465

Desemzia incerta
(Y17300)

Bacilli

Carnobacteriaceae

Firmicutes

OPU 466

Aerococcus viridans
(ADNT01000041)Aeroco
ccus urinaeequi
(D87677)

Bacilli

Aerococcaceae

Firmicutes

OPU 467

Facklamia tabacinasalis
(Y17820)

Bacilli

Aerococcaceae

Firmicutes

OPU 468

Leuconostoc
mesenteroides subsp type
sp(AB023968)

Bacilli

Leuconostocaceae

Firmicutes

OPU 469

Weissella hellenica
(S67831)

Bacilli

Leuconostocaceae

Firmicutes

OPU 470

Weisella fabalis
(CP002455)Weisella
ghanensis (CP002455)

Bacilli

Flavobacteriaceae

Firmicutes

OPU 471

Lactobacillus antri
(AY253659)Lactobacillu
s oris
(X94229)Lactobacillus
panis
(X94230)Lactobacillus
vaginalis (AF243177)

Bacilli

Lactobacillaceae

Firmicutes

OPU 472

Lactobacillus mucosae
(AF126738)

Bacilli

Lactobacillaceae

Firmicutes

OPU 473

Lactobacillus fermentum
(ACGI01000130)

Bacilli

Lactobacillaceae

Firmicutes

OPU 474

Lactobacillus sakei
(AY255802)

Bacilli

Lactobacillaceae

Firmicutes

OPU 475

Lactobacillus pentosus
(D79211)Lactobacillus
plantarum subsp
argentoratensis(Y19167)
Lactobacillus plantarum
subsp
plantarum(Y19167)

Bacilli

Lactobacillaceae

Firmicutes

OPU 476

lactobacillus rhamnsus
(D16552)

Bacilli

Lactobacillaceae

Firmicutes
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OPU 478 | Lactobcillus faecis Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
(AJ632157)

OPU 479 | lactobacillus saerimneri | Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
(AY255802)

OPU 480 | Lactobacillus salivarius Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
(AF089108)

OPU 481 | Lactobacillus ruminis Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
(AB326354)

OPU 482 | Lactobacillus jhonsonii Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
(AF243176)Lactobacillu
s taiwanensis
(EU487512)Lactobacillu
s gasseri (AF519171)

OPU 483 | Lactobacillus iners Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
(Y16329)

OPU 484 | Lactobacillus Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
acidophilus (AY773947)

OPU 485 | Lactobacillus Bacilli Lactobacillaceae Firmicutes
equicursoris (AB290830)

OPU 486 | Atopostipes suicloacalis | Bacilli Carnobacteriaceae Firmicutes
(AF445248)

OPU 487 | Dolosigranulum pigrum Bacilli Carnobacteriaceae Firmicutes
(X70907)

OPU 489 | Turicibacter sanguinis Bacilli Erysipelotrichaceae Firmicutes
(AF349724)

OPU 490 | Bacillus gingshengii Bacilli Bacillaceae Firmicutes
(JX293295)

OPU 491 | Bacillus horikoshii Bacilli Bacillaceae Firmicutes
(AB043865)

OPU 492 | Salinicoccus sp Bacilli Staphylococcaceae Firmicutes
(AB258358)

OPU 494 | unclassified (DQ057480) | Clostridia | Erysipelotrichaceae Firmicutes

OPU 495 | Faecalicoccus Clostridia I Streptococcaceae Firmicutes
pleomorphus (M23730)

OPU 496 | Faecalitalea Clostridia | Eubacteriaceae Firmicutes

cylindroides (L34617)
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OPU 497

Uncultured
bacteria(CQ175443)

Clostridia |

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 498

Erysipelothrix
inopinata(AJ550617)

Clostridia |

Erysipelotrichaceae

Firmicutes

OPU 499

Acholeplasmao pleciae
(AY257486)Acholeplasm
ao granularum
(AY538166)

Mollicutes

Acholeplasmataceae

Ternicutes

OPU 500

Asteroleplasma
anaerobium (M22351)

Mollicutes

Anaeroplasmataceae

Ternicutes

OPU 501

Uncultured Unclassified
Lanchnospiraceae
(CQ358274)

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 502

Paenibacillus
glucanolyticus(AB07318
9)Paenibacillus
purispatii (EU888513)

Bacilli

Paenibacillaceae

Firmicutes

OPU 503

Paenibacillus
dongdonensis
(KF425513)

Bacilli

Paenibacillaceae

Firmicutes

OPU 504

Fusobacterium
nucleatum subsp
animalis(AJ867039)

Fusobacteria

Fusobacteriaceae

Fusobacteria

OPU 505

Uncultured Bacteria
(HM253732)

Fusobacteria

Pseudonocardiaceae

Fusobacteria

OPU 506

Dialister succinatiphilus
(AB370249)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 507

Dialister
propionicifaciens
(AY850119)

Negativicutes

Veillonellaceae

Firmicutes

OPU 508

Peptococcus niger
(X55797)

Negativicutes

Peptococcaceae

Firmicutes

OPU 509

Uncultured
bacteria(FJ512259)

Negativicutes

Pseudonocardiaceae

Firmicutes

OPU 510

Iphinoe spelaeobios type
sp(HM748317)

Stigonematales

Cyanobacteria

OPU 511

Salmonella
bongori(AF029227)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria
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OPU 512

Enterobacter
massiliensis (JN657217)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 513

Enterobacter
sp(GU814270)Escherich
ia vulneris(AF530476)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 514

Citrobacter gillenii
(AF025367)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 515

Raoultella planticola
(AF129443)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 516

Raoultella terrigena
(Y17658)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 517

Hafnia alvei
(M59155)Hafnia
paralvei
(FM179943)Obesumbact
erium proteus
(AJ233422)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 518

Serratia myotis
(KJ739884)Serratia
quinivorans (AJ233435)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 519

Rahnella aquatilis
(AJ233426)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 520

Serratia ureilytica
(AJ854062)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 521

Erwinia tasmaniensis
(AMO055716)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 522

Proteus hauseri
(FR733709)Cosezaea
myxofaciens
(DQ885259)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 523

Providencia rustigianii
(AM040489)

Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 524

Uncultured bacteria
(HQ807329)

Gammaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 525

Shewanella Sohaensis
(GU944672)Shewanella
pacifica
(AF500075);Shewanella
putrefacies (X81623)

Gammaproteobacteria

Shewanellaceae

Proteobacteria
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OPU 526

Unclassified
Mesorhizobium sp
(GU726974)Pseudomon
as seleniipraecipitans
(FJ422810)

Alphaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 527

Pseudomonas
benzenivorans
(FM208263)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 528

Pseudomonas
argentinensis
(AY691188)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 529

Pseudomonas
bazanensis
(GQ161991)Pseudomon
as xiamenensis
(DQO088664)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 530

Pseudomonas matsuisoli
(KJ720680)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 531

Pseudomonas
psychrotolerans
(AJ575816)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadaceae

Proteobacteria

OPU 532

Halomonas magadiensis
(X92150)Halomonas
stevensii
(AM941388)Halomonas
jhonsoniae (EU909458)

Gammaproteobacteria

Halomonadaceae

Proteobacteria

OPU 533

Uncultured
bacteria(KF911178)

Gammaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 534

Legionella longbeachae
(AY444740)

Gammaproteobacteria

Legionellaceae

Proteobacteria

OPU 535

Uncultured
Bacteria(KC502878)

Gammaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 536

Psychrobacter
alimentarius (AY513645)

Gammaproteobacteria

Moraxellaceae

Proteobacteria

OPU 537

Nevskia soli (EF178286)

Gammaproteobacteria

Nevskiaceae

Proteobacteria

OPU 538

Limnobacter thiooxidans
(AJ289885)

Betaproteobacteria

Burkholderiaceae

Proteobacteria

OPU 539

Massilia suwonensis
(FJ969487)

Betaproteobacteria

Oxalobacteraceae

Proteobacteria
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OPU 540 | Massilia lutea Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Proteobacteria
(AY966001)Massilia
dura (AY965998)

OPU 541 | Unidibacterium Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Proteobacteria
oligocarboniphil
(JQ417431)

OPU 542 | Herbaspirillum huttiense | Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Proteobacteria
(DQ150563)

OPU 543 | Oxalicibacterium Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Proteobacteria
solurbis (AB008503)

OPU 544 | Lautropia mirabilis Betaproteobacteria Burkholderiaceae Proteobacteria
(AEQP01000026)

OPU 545 | Comamonas testosteroni | Betaproteobacteria Comamonadaceae Proteobacteria
(M11224)Comamonas
thiooxydans
(DQ322069)

OPU 546 | Tepidimonas fonticaldi Betaproteobacteria Unclassified Proteobacteria
(IN713899) Burkholderiales

OPU 547 | Schlegelella aguatica Betaproteobacteria Comamonadaceae Proteobacteria
(DQ417336)

OPU 548 | Azohydromonas Betaproteobacteria Alcaligenaceae Proteobacteria
australica (AB188124)

OPU 549 | Aquabacterium parvum Betaproteobacteria Unclassified Proteobacteria
(AF035052) Burkholderiales

OPU 550 | Uncultured Betaproteobacteria Pseudonocardiaceae Proteobacteria
Alcalinenaceae
Sutterella (EF405056)

OPU 551 | Parasutterella secunda Betaproteobacteria Sutterellaceae Proteobacteria
(AB491209)

OPU 552 | Snodgrassella alvi Betaproteobacteria Neisseriaceae Proteobacteria
(JQ746651)

OPU 553 | Methyloversatilis Betaproteobacteria Rhodocyclaceae Proteobacteria
universalis (DQ442273)

OPU 554 | Methylotenera mobilis Betaproteobacteria Methylophilaceae Proteobacteria
type sp(DQ287786)

OPU 555 | Lysobacter mobilis Gammaproteobacteria Lysobacteraceae Proteobacteria

(JQ608331)Lysobacter
xinjigensis (EU833988)
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OPU 556

Vulcaniibacterium
thermophilum
(JQ746036)

Gammaproteobacteria

Lysobacteraceae

Proteobacteria

OPU 557

Lysobacter bugurensis
(EU780693)

Gammaproteobacteria

Lysobacteraceae

Proteobacteria

OPU 558

Lysobacter soli
(EF623862)

Gammaproteobacteria

Lysobacteraceae

Proteobacteria

OPU 559

Ancylobacter defluvii
(KC243678)

Alphaproteobacteria

Xanthobacteraceae

Proteobacteria

OPU 560

Azorhizobium
doebereinerae
(AF391130)

Alphaproteobacteria

Xanthobacteraceae

Proteobacteria

OPU 561

uncultured Unclassified
(JX534175)

Alphaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 562

Agquamicrobium
lusatiense (AJ132378)

Alphaproteobacteria

Phyllobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 563

Uncultured Unclassified
(AB257631)

Alphaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 564

Phyllobacterium
mysinacearum
(AY785315)

Alphaproteobacteria

Phyllobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 565

Hyphomicrobium facile
subsp (CP002083)

Alphaproteobacteria

Hyphomicrobiaceae

Proteobacteria

OPU 566

Kaistia defluvii
(AM409365)

Alphaproteobacteria

Rhizobiaceae

Proteobacteria

OPU 567

Methylopila hananensis
(AF004844)Methylopila
juangsuensis
(FJ502233)Methylopila
musalis
(JQ173144)Paracoccus
carotinifaciens
(AB006899)

Alphaproteobacteria

Methylocystaceae

Proteobacteria

OPU 568

Paracoccus
carotinifaciens
(AB006899)Paracoccus
marcusii
(Y12703)Paracoccus
tibetensis (DQ108402)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria
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OPU 569

Paracoccus pacificus
(KF924610)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 570

Paracoccus sediminis
(IX126474)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 571

Paracoccus yeei
(AY014173)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 572

Paracoccus panacisoli
(KJ653224)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 573

Paracoccus
solventivorans
(AY014175)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 574

Gemmobacter
megaterium (JN620361)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 575

Rubellimicrobium
aerolatum (EU338486)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 576

Amaricoccus kaplicensis
(U88041)

Alphaproteobacteria

Rhodobacteraceae

Proteobacteria

OPU 577

Uncultured
Caulobacteraceae
(HQ845885)

Alphaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 578

Methylobcterium tardum
(AB175647)Methylobcte
rium persicinum
(AB175647)

Alphaproteobacteria

Methylobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 579

Methylobacterium populi
(AY251818)Methylobact
erium rhodesianum
(AB175642)

Alphaproteobacteria

Methylobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 580

Methylobacterium
jeotgali (DQ471331)

Alphaproteobacteria

Methylobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 581

Methylobacterium
geosingense (AJ250801)

Alphaproteobacteria

Methylobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 582

Psychroglaciecola
arctica (KC511070/Type

sp.)

Alphaproteobacteria

Methylobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 583

Microvirga
vignae(JX504804)

Alphaproteobacteria

Methylobacteriaceae

Proteobacteria

OPU 584

Chelatococcus

Alphaproteobacteria

Beijerinckiaceae

Proteobacteria
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sambhunathii
(DQ322070)Chelatococc
us daeguensis
(EF584507)

OPU 585

Sphingomonas koreensis
(AF131296)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 586

Sphingomonas japonica
(AB428568)Sphingomon
as xinjiangensis
(FJ754464)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 587

Sphingomons aerophila
(AY894691)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 588

Sphingomonas gei
(KF551181)Sphingomon
as naasensis
(KC735149)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 589

Sphingomonas
yantingensis (JX566547)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 590

Sphingomonas jinjuensis
(EU707561)Sphingomon
as kyungheensis
(IN196137)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 591

Sphingomonas
paucimobilis
(U37337)Sphingomonas
sanguinis (D84529)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 592 | Sphingomonas panni Alphaproteobacteria Sphingomonadaceae Proteobacteria
(AJ575818)
OPU 593 | Sphingobium Alphaproteobacteria Sphingomonadaceae Proteobacteria

yanoikuyae(D13728)Sph
ingobium scionense
(EU009209)

OPU 59%4

Sphingobium
xenophagum (X94098)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 595

Sphingobium limneticum
(IN591313)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 596

Novosphingobium
lindaniclastic
(AJ303009)Novosphingo
bium resinovorum

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria
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(EF029110)

OPU 597

Unclassified
Novosphingobium
sp(JF58134)

Alphaproteobacteria

Pseudonocardiaceae

Proteobacteria

OPU 598

Alterythrobacter
atlanticus
(DQ836765)Alterythrob
acter xinjianges
(DQ836765)

Alphaproteobacteria

Alteromonadaceae

Proteobacteria

OPU 599

Alterythrobacter
dongtanensis
(DQ836765)Alterythrob
acter troitsensis
(DQ836765)

Alphaproteobacteria

Alteromonadaceae

Proteobacteria

OPU 600

Sphingopyxis chulensis
(AF367204)Sphingopyxi
S panaciterrae
(AB245353)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 601

Polymorphobacter
multimanifer
(AB649056)

Alphaproteobacteria

Sphingomonadaceae

Proteobacteria

OPU 602

Acidisoma tundrae
(AM947652)Acidisoma
sibiricum (AM947653)

Alphaproteobacteria

#N/A

Proteobacteria

OPU 603

Roseomonas aestuariri
(FM244739)Roseomonas
rhizosphaerae
(KC904962)

Alphaproteobacteria

Acetobacteraceae

Proteobacteria

OPU 604

Geminicoccus roseus
(AM403172)

Alphaproteobacteria

Unclassified
Alphaproteobacteria

Proteobacteria

OPU 605

Uncultured
Organims(HQ810970)

Bacteroides

Pseudonocardiaceae

Bacteroidetes

OPU 606

Uncultured Unclassified
(EU762233)

Bacteroides

Pseudonocardiaceae

Bacteroidetes

OPU 607

Uncultured Unclassified
(HM124005)

Bacteroides

Pseudonocardiaceae

Bacteroidetes

OPU 608

Prevotella intermedia
(AB547686)

Bacteroides

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 609

Prevotella bivia

Bacteroides

Prevotellaceae

Bacteroidetes
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(L16475)

OPU 610

Prevotella enoeca
(AJ005635)Prevotella
pleuritidis (AB278593)

Bacteroides

Prevotellaceae

Bacteroidetes

OPU 611

Uncultured
Prevotellaceae
(HQ7886662)

Bacteroides

Pseudonocardiaceae

Bacteroidetes

OPU 612

Porphyromonas
gingivales
(AY253728)Porphyromo
nas gulae
(AF208290)Porphyromo
nas catoniae (X82823)

Bacteroides

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 613

Parabacteroides
goldsteinii
(AY974070)Porphyromo
nas endodontalis
(AY253728)

Bacteroides

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU
613-2

Porphyromonas
bennonis
(EU414673)Porphyromo
nas endodontalis
(AY253728)

Bacteroides

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 614

Dysgonomonas
capnocytophagoides(U4
1355)Dysgonomonas
macrotermitis
(HG315620)

Bacteroides

Porphyromonadaceae

Bacteroidetes

OPU 615

Uncultured unclassified
(DQ794885)

Bacteroides

Pseudonocardiaceae

Bacteroidetes

OPU 616

Alistipes sp(AY974072)

Bacteroides

Rikenellaceae

Bacteroidetes

OPU 618

Uncultured
Bacteria(DQ404664)

Bacteroides

Pseudonocardiaceae

Bacteroidetes

OPU 619

Sphingobacterium
anhuiense (EU364817)
Sphingobacterium
kitahiroshimense
(AB361248)
Sphingobacterium
faecium (AJ438176)

Bacteroides

Sphingobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 620

Sphingonacterium
spiritivorum type sp

Bacteroides

Sphingomonadaceae

Bacteroidetes
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(AY894691)

OPU 621

Sphingobacterium
kyonggiense
(GU358699)

Bacteroides

Sphingobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 622

Pseudosphingobacterium
domesticum
(AM407725/Type sp.)

Bacteroides

Sphingobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 623

Pedobacter oryzae
(EU109726)Pedobacter
huanghensis
(KC569794)

Bacteroides

Sphingobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 624

Riemerella
columbipharyngis
(HQ286278)

Bacteroides

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 625

Flavobacterium
aquaticum (HE995762)

Bacteroides

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 626

Capnocytophaga
gingivalis (X67608)

Bacteroides

Flavobacteriaceae

Bacteroidetes

OPU 627

Rufibacter immobilis
(HG316123)

Bacteroides

Cytophagaceae

Bacteroidetes

OPU 628

Hymenobacter rigui
(DQ089669)

Bacteroides

Cytophagaceae

Bacteroidetes

OPU 629

Hymenobacter roseus
(HG965772)

Bacteroides

Cytophagaceae

Bacteroidetes

OPU 630

Pontibacter indicus
(KC469980)

Bacteroides

Cytophagaceae

Bacteroidetes

OPU 631

Adhaeribacter aerolatus
(CQ421846)

Bacteroides

Cytophagaceae

Bacteroidetes

OPU 632

Parasegetibacter
luojiensis
(EU877263)Parasegetib
acter flavitalea
(D89331)Parasegetibact
er populi (EU877263)

Bacteroides

Chitinophagaceae

Bacteroidetes

OPU 633

Taibaiella
smilacinae(KC571459)T
aibaiella
koreensis(KC252613)

Bacteroides

Chitinophagaceae

Bacteroidetes
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OPU 634

Chryseolinea
serpens(FR774778)

Bacteroides

Cytophagaceae

Bacteroidetes

OPU 635

Thermoanaerobaculum
aquaticum (JX420244)

Thermoanaerobaculum

Unclassified Bacteria

Acidobacteria

OPU 636

Geothrix fermentans
(U41563) Geothrix
holophaga
(U41563)Geothrix
foetida (U41563)

Holophagae

Holophagaceae

Acidobacteria

OPU 638

Stigmatella aurantiaca
(DQ768127/Type.sp)

Deltaproteobacteria

Cystobacteraceae

Proteobacteria

OPU 639

Sandaracinus
amylolyticus
(HQ540311)

Deltaproteobacteria

Sandaracinaceae

Proteobacteria

OPU 640

Desulfovibrio piger
(AF192152)Desulfovibri
o bilophila
(LM999902)Desulfovibri
0 wadsworthia
(AF418179)

Deltaproteobacteria

Desulfovibrionaceae

Proteobacteria

OPU 641

Oligoflexus tunisiensis
(AB540021)

Deltaproteobacteria

Oligoflexaceae

Proteobacteria

OPU 642

Gemmatimonas
aurantiaca (AB072735)

Gemmatimonadetes

Gemmatimonadaceae

Gemmatimonadet
es

OPU 643

Campylobacter concisus
(DQ174166)Campylobac
ter curvus (DQ174165)

Epsilonproteobacteria

Campylobacteraceae

Proteobacteria

OPU 644

Campylobacter rectus
(DQ174169)

Epsilonproteobacteria

Campylobacteraceae

Proteobacteria

OPU 645

Blastopirellula marina
(X62912)

Planctomycetacia

Planctomycetaceae

Planctomycetes

OPU 647

Aquisphaera giovannonii
(DQ986200)

Planctomycetacia

Planctomycetaceae

Planctomycetes

OPU 648

Cloacibacillus evryensis
(CU463952/Type
sp.)Cloacibacillus
porcorum (JQ809697)

Synergistia

Synergistaceae

Synergistetes

OPU 649

Akkermansia
muciniphila (AY271254)

Verrucomicrobiae

Akkermansiaceae

Verrucomicrobia
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OPU 650 | Thermomicrobium Thermomicrobia Thermomicrobiaceae Cloroflexi
roseum (M34115/Type
sp)

OPU 651 | Actinomyces Actinobacteria Actinomycetaceae Actinobacteria
graevenitzii(AJ540309)

OPU 656 | Massilia namucuonensis | Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Proteobacteria

(JF799985)




