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1. ENFERMEDAD CELIACA 

 

1.1. Concepto e historia de la enfermedad celiaca 

La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad inflamatoria del intestino delgado 

causado por una respuesta inmune inapropiada a las proteínas del gluten del trigo y otras 

proteínas similares del centeno y la cebada en individuos genéticamente susceptibles. La EC 

también se conoce como esprue no tropical, enteropatía sensible al gluten o esteatorrea 

idiopática (Holtmeier & Caspary, 2006). 

La EC se describió por primera vez en la segunda mitad del siglo II después de Cristo 

por Areteo de Capadocia, médico helenístico-romano. Su extenso trabajo fue publicado en 

latín en 1552, donde empleo la palabra griega ―koliakos‖ (de la cual deriva celiaco) para 

identificar a los pacientes que sufrían del intestino. La presentación clásica de la EC, con 

malabsorción, fue descrita más tarde por Samuel Gee en 1888 (Gee, 1888) quien postuló que 

―la regulación de la alimentación es la parte más importante del tratamiento‖. Aunque los 

clínicos empezaron a reconocer y diagnosticar la EC, su etiología fue desconocida hasta 

1940, cuando Willem Karel Dicke (Van De Kamer et al., 

1953) un pediatra holandés, postuló que los cereales (trigo, 

cebada y centeno) eran agentes etiológicos de la EC y propuso 

a los enfermos celiacos seguir una dieta estricta sin gluten, 

tras la que los pacientes mostraban una clara mejoría. Dicke 

llegó a esta conclusión tras observar que durante la Segunda 

Guerra Mundial, en un período en el que escasearon alimentos 

básicos como el trigo, los pacientes celiacos mejoraban 

considerablemente, para luego volver a recaer tras el final de 

la guerra con la reintroducción en la dieta de dichos alimentos. 

Años más tarde, John W Paulley describió los cambios 

histológicos que tenían lugar en el intestino de pacientes con EC (Paulley, 1954).  

La prevalencia de la EC en la población europea es del 1%. Aunque la EC es uno de los 

desórdenes inmunes más comunes, existe todavía un número considerable de casos no 

diagnosticados (da Silva Neves et al., 2010). 

Es más apropiado considerar a la EC como un desorden multisistémico, más que un 

daño unicamente gastrointestinal. Se han descrito numerosas asociaciones de la EC con otras 
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patologías, muchas de ellas con base inmunológica como dermatitis herpetiforme, diabetes 

mellitus tipo I o tiroiditis autoinmune. También se la asocia con osteoporosis, malignización 

e infertilidad, así como alteraciones neurológicas y genéticas (Torres et al., 2007; Briani et 

al., 2008; Freeman, 2008; Leeds et al., 2008). 

1.2. Presentación clínica de la enfermedad celiaca 

La enfermedad celiaca puede ser diagnosticada a cualquier edad; sin embargo ésta se 

manifiesta más comúnmente durante la infancia (entre los 9 y los 24 meses) o durante la 

tercera o cuarta década de la vida (Ciclitira et al., 2001). Como ocurre en otros desórdenes 

autoinmunes, la EC es más común en mujeres que en hombres en un ratio de 3:1 (Green et 

al., 2001). 

Los síntomas de la enfermedad difieren considerablemente según la edad de aparición. 

En los niños pequeños son frecuentes los síntomas intestinales (diarrea, esteatorrea o 

deposiciones grasas, distensión abdominal, desnutrición) y el retraso del crecimiento. En 

cambio en los adultos, la enfermedad puede cursar sin síntomas pero asociada a la aparición 

de complicaciones extraintestinales (van Heel & West, 2006). En el momento actual la 

proporción de pacientes que manifiestan los síntomas clásicos de la enfermedad tales como 

malabosorción, pérdida de peso y esteatorrea representan una porción muy pequeña con 

respecto al total de la población de pacientes con EC. Hace casi veinte años la profesora 

Anne Ferguson comparó la población de enfermos celiacos con un ―iceberg‖ (Ferguson et 

al., 1993) para así destacar la variabilidad clínica de la EC y determinar que muchos casos 

están todavía sin diagnosticar.  

Según el modelo del ―iceberg‖ (Figura 1) de la EC, desde un punto de vista clínico 

podemos encontrar: EC clásica, EC silente, EC latente y EC potencial. 

a) La EC clásica se caracteriza por presentar síntomas gastrointestinales típicos, 

cambios histológicos y serología positiva. Es la más fácil de detectar y constituye la 

punta del iceberg. 

b) La EC silente en la que la sintomatología es prácticamente nula, pero los enfermos 

tienen alterada la mucosa intestinal y presentan marcadores serológicos positivos. 

c) La EC latente, que se trata de enfermos asintomáticos, pero con predisposición 

genética y que pueden desarrollar la enfermedad de manera súbita (Collin et al., 

1999; Holmes, 2001). 
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d) La EC potencial, que comprende a los pacientes que tienen predisposición genética 

(familiares en 1º grado de enfermos celiacos), presentan alteraciones inmunológicas 

pero las vellosidades intestinales están intactas. Estas tres últimas formas 

constituyen la parte sumergida del iceberg.  

 

Fig.1 Modelo del ―iceberg‖ en la EC 

1.3. Patogénesis 

 

1.3.1. Factor genético: sistema HLA 

La existencia de factores genéticos en la EC, se apoya en la evidencia de que los 

familiares de primer grado de un paciente celiaco tienen mayor riesgo (10%) de desarrollar 

la EC que la población general (Hogberg et al., 2003). Además, en gemelos monozigóticos 

la concordancia para la enfermedad es del 75% (Greco et al., 2002).  

Dentro de los factores genéticos, el polimorfismo HLA (antígeno leucocitario humano) 

tiene una fuerte asociación con la EC. HLA-DQ2, está presente en el 90-95% de enfermos 

celiacos y el otro 5-10% restante de pacientes celiacos son HLA-DQ8 (Hill & McMillan, 

2006). Aunque la posesión de las proteínas HLA es necesaria, no es suficiente para el 

desarrollo de la EC. Por esta razón se han estudiado otros genes fuera de la región HLA, 

alguno de los cuales se ha visto que están relacionados con la EC, aunque en menor medida 

(Plenge, 2010). Las regiones donde se ubican estos genes estarían en los cromosomas 15 y 

19. Aunque diversos polimorfismos han sido vinculados al desarrollo de la EC, aún no se ha 
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podido establecer una participación clara de estas variantes en la patogénesis de la 

enfermedad (Babron et al., 2003; Van Belzen et al., 2003).  

1.3.2. Factor ambiental: El gluten 

Se sabe que los síntomas de la EC se desencadenan por la ingesta de gluten en la dieta. 

Estrictamente hablando el gluten se puede definir como la masa de la harina de trigo que 

queda una vez que se han eliminado los componentes solubles en agua. Dependiendo de 

cómo se realice el lavado, el sólido obtenido contendrá entre un 75-85% de proteínas y un 5-

10% de lípidos además de algunos hidratos de carbono que son insolubles en agua (Wieser, 

2007).  

Las proteínas que forman parte del gluten, en función de su solubilidad en soluciones 

hidroalcohólicas, se dividen en gliadinas (solubles en etanol al 60%) y gluteninas (insolubles 

en etanol al 60%) (McGough & Cummings, 2005). En base a su secuencia N-terminal, 

tamaño y movilidad electroforética, las gliadinas a su vez se subdividen en α/β-gliadinas, γ-

gliadinas, y ω-gliadinas. Las gluteninas, por el contrario se encuentran formando agregados 

de bajo peso molecular (LMW) y agregados de alto peso molecular (HMW) (Wieser, 2007).  

A las gliadinas también se les conoce como prolaminas debido a su alto contenido en 

los aminoácidos prolina y glutamina. Estas proteínas se han considerado como el principal 

factor desencadenante de la EC (Van de Kamer et al., 1953). Encontramos proteínas 

similares a las gliadinas en otros cereales como pueden ser la cebada, centeno y avena que se 

denominan hordeínas, secalinas y aveninas respectivamente (Wieser, 2007).  

1.3.3. Mecanismos inmunológicos 

El desarrollo de las lesiones intestinales propias de la EC tiene una base autoinmune, 

caracterizada por la aparición de autoanticuerpos y la activación de linfocitos de la lámina 

propia intestinal (Alaedini & Green, 2005). Los péptidos del gluten debido a su alto 

contenido en glutamina y prolamina, son resistentes a la proteólisis completa por las enzimas 

gástricas y pancreáticas. Estos péptidos parcialmente digeridos consiguen alcanzar la lámina 

propia. Los péptidos como por ejemplo el péptido 33-mer, son sustrato de la enzima 

transglutaminasa tisular (TGt), (Arranz & Garrote, 2009). Esta enzima lleva a cabo la 

desaminación de los péptidos generando epítopos potencialmente inmunogénicos. Los 

epítopos desaminados son luego presentados, en asociación con los antígenos leucocitarios 

humanos DQ2 y DQ8 de las células presentadoras de antígeno, a las células T CD4
+
. Esta 
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activación traerá consigo la activación de las células B productoras de anticuerpos anti-

gliadina y anti-TGt, además de la producción de distintas moléculas que serán responsables 

del daño intestinal (Kagnoff, 2007) (Figura 2). 

 

 

Fig.2. Mecanismo inmunogénico de la EC. (1) Digestión incompleta del gluten. (2) 

Acumulación de fragmentos ricos en Pro y Gln; aumento de la permeabilidad de la 

mucosa. (3) Activación APCs y las células T CD4+. (4) Desaminación de la gliadina 

por la transglutaminasa tisular (TGt). (5) Activación de los linfocitos intraepiteliales 
(6) Activación de las células B (7) Efecto directo sobre el epitelio. (8) Liberación de 

anticuerpos anti-gliadina y anti-TGt.  

 

1.4. Tratamiento 

El único tratamiento para la EC, hasta el momento, es llevar a cabo una dieta libre de 

gluten durante toda la vida del paciente, lo cual le permitirá la recuperación de la mucosa 

intestinal (da Silva Neves et al., 2010). Sin embargo, llevar a cabo una dieta completamente 

libre de gluten es difícil por varias razones: la naturaleza ubicua de estas proteínas, la 

contaminación cruzada de los alimentos y el etiquetado inadecuado de los mismos (Chand & 

Mihas, 2006). Además, los alimentos sin gluten tienen un elevado coste y sus propiedades 

organolépticas no son tan buenas como sus equivalentes con gluten. En la actualidad se 

están llevando a cabo nuevos tratamientos, que en un futuro podrían ayudar a mejorar la 

calidad de vida de estos pacientes (Sollid & Khosla, 2011). 
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2. MICROBIOTA INTESTINAL 

 

2.1. Composición y distribución en el tracto gastrointestinal 

El tracto gastrointestinal es el hábitat natural de una población numerosa, diversa y 

dinámica de microorganismos, principalmente bacterias, que se han adaptado a la vida en las 

superficies mucosas o en la luz del intestino (Guarner & Malagelada, 2003; Ley et al., 

2006). El término ―microbiota‖ hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos 

reunidos en un nicho ecológico determinado. El ecosistema microbiano del tracto 

gastrointestinal incluye especies nativas que colonizan permanentemente el tracto 

gastrointestinal y una serie de microorganismos que transitan temporalmente por el tubo 

digestivo (Guarner & Malagelada, 2003). Las bacterias nativas se adquieren al nacer y 

durante el primer año de vida, mientras que las bacterias en tránsito se ingieren 

continuamente a través de los alimentos, bebidas, etc. 

En el cuerpo humano se estima que hay más células microbianas que células eucariotas 

(10
14

:10
13

) (Luckey, 1972). Eckburg et al. (2005), llevaron a cabo un estudio de la 

diversidad de la microbiota intestinal, y analizaron 13.355 secuencias del gen ARNr 16S 

procariota a partir de muestras de tejido mucoso y muestras fecales de 3 individuos adultos 

sanos. Determinaron que el intestino aloja entre 300 y 500 especies de bacterias cultivables 

pertenecientes a más de 190 géneros. En ese mismo estudio determinaron que el 80% de las 

especies del intestino humano no habían sido cultivadas y el 60% eran especies nuevas que 

no habían sido descritas antes (Eckburg et al., 2005). 

La presencia específica de cada microorganismo, depende de las características 

fisiológicas y morfológicas de cada parte del aparato digestivo. La microbiota aumenta en 

cantidad y complejidad a medida que avanzamos por el tracto gastrointestinal. Así en el 

esófago, los grupos más frecuentemente encontrados pertenecen a los géneros 

Streptococcus, Prevotella y Veillonella (Pei et al., 2004). El estómago (Tabla 1), como 

consecuencia de su pH ácido, tradicionalmente se ha considerado que presenta una carga 

bacteriana limitada. Sin embargo, Bik et al. (2006) determinaron mediante un análisis del 

ADNr 16S, la existencia de una comunidad más diversa a base de 128 filotipos. La mayoría 

de las secuencias fueron asignadas a los filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, 

Bacteroidetes y Fusobacteria (Bik et al., 2006; Dicksved et al., 2009). Se ha destacado la 

presencia de Helicobacter pylori, como un miembro de la microbiota indígena del estómago, 
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que frecuentemente se le ha considerado como un microorganismo patógeno causante de 

enfermedades, pero también se ha demostrado que puede ejercer un posible papel protector 

sobre el huésped (Dorer et al., 2009; Ciortescu & Stan, 2010; Ricci et al., 2011). 

La distribución de los microorgamismos presentes en el intestino delgado es diferente a 

lo largo de éste, de modo que la concentración de bacterias va aumentando desde 10
4
 

unidades formadoras de colonias (UFC)/g de contenido intestinal en el duodeno proximal, 

hasta alcanzar la concentración de 10
7
 UFC/g de contenido intestinal en el íleon terminal 

(Rastall, 2004). 

Se han llevado a cabo pocos estudios sobre la microbiota del intestino delgado, debido a 

que se trata de una zona de difícil acceso para la toma de muestras. La mayoría de los 

estudios obtenidos a partir de muestras del lumen o de la mucosa del duodeno han 

determinado la presencia de bajas concentraciones de bacterias, como consecuencia de su 

pH ácido, los movimientos peristálticos, y la secreción de jugos pancreáticos y biliares. Los 

primeros estudios que analizaron la microbiota duodenal, consideraron que la parte alta del 

intestino delgado era estéril o tenía una población muy dispersa, en la que predominaban 

microorganimos Gram-positivos (Shiner et al., 1963; Challacombe et al., 1974; Omoike & 

Abiodun, 1989). La mayoría de los microorganismos aislados son especies ácido-tolerantes 

(principalmente Lactobacillus spp. y Streptococcus spp.) derivadas de las cavidades orales y 

nasales. Sin embargo, también se han aislado, aunque en menor proporción (Tabla 1) 

Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Veillonella spp., Staphylococcus spp., 

enterobacterias y levaduras (Wilson, 2005). 

El número de bacterias a lo largo del yeyuno y el íleon aumenta progresivamente, desde 

alrededor de 10
4 

UFC/g en el yeyuno hasta 10
7
 UFC/g de contenido intestinal en el extremo 

del íleon, con un predominio de microorganismos aerobios Gram-negativos y algunos 

anaerobios obligados (Guarner, 2007). Wang et al. (2003), mediante la construcción de 

colecciones de clones del ADNr 16S, mostraron la presencia de Bacteroidetes y Clostridium 

(clústers XIVa y XI), como las especies dominantes en biopsias procedentes de la mucosa 

del íleon. En un estudio posterior, determinarón que el grupo Bacillus-Lactobacillus-

Streptococcus (principalmente los estreptococos) y representantes del filo Proteobacteria, 

aparecían frecuentemente en biopsias procedentes del yeyuno (Wang et al., 2005) (Tabla 1). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ciortescu%20I%22%5BAuthor%5D
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La mayor concentración de bacterias se encuentra en el intestino grueso, los recuentos 

de bacterias alcanzan densidades de alrededor de 10
11

 UFC/g de contenido luminal. Los 

factores que facilitan el desarrollo bacteriano son la elevación del pH, próximo a la 

neutralidad, la disminución de la concentración de sales biliares y de restos de secreción 

pancreática. Además, en el colón el tiempo de tránsito es lento lo que brinda a los 

microorganismos la oportunidad de proliferar fermentando los sustratos disponibles 

derivados de la dieta o de las secreciones endógenas (Guarner, 2007; Zhu et al., 2011).  

En el colon existe un ambiente reductor, desprovisto de oxígeno, por lo que la mayoría 

de las poblaciones son anaerobias estrictas. Dentro de esta microbiota, el género Bacteroides 

(constituído por bacilos Gram-negativos no esporulados) es uno de los más abundantes 

(Tannock, 1995). También son dominantes otros microorganismos Gram-positivos no 

esporulados pertenecientes a los géneros Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus 

y Ruminococcus (Conway, 1995). Los bacilos Gram-positivos esporulados están 

 

 

Estómago 

 

104 UFC/g de 

contenido 

intestinal 

 

Candida albicans 

Helicobacter pylori 

Lactobacillus 

Streptococcus 

Duodeno 103-104 UFC/g 

de contenido 

intestinal 

Bacteroides 

Candida albicans 

Lactobacillus 
Streptococcus 

Staphylococcus 

Yeyuno 105-107 UFC/g 
de contenido 

intestinal 

Bacteroides 
Candida albicans 

Lactobacillus 

Streptococcus 

Bacillus 

Íleon 107-108 UFC/g 

de contenido 

intestinal 

Bacteroides 

Clostridium 

Enterobacteriaceae 

Enterococcus 

Lactobacillus 

Veillonella 

Colon 1010-1011 UFC/g 

de contenido 

intestinal 

Bacteroides 

Bacillus 

Bifidobacterium 

Clostridium 

Enterococcus 

Eubacterium 

Fusobacterium 
Peptostreptococcus 

Ruminococcus 

Streptococcus 

Tabla.1 Microorganismos predominantes en el tracto humano gastrointestinal 

 



Introducción 

11 
 

representados fundamentalmente por el género Clostridium. En menor proporción, aparecen 

poblaciones de bacterias anaerobias facultativas o aerotolerantes como enterobacterias, 

enterococos, lactobacilos y estreptococos, que son esenciales para la homeostasis microbiana 

en el intestino grueso (Hagiage, 1993; Holzapfel et al., 1998; Wilson, 2005). 

2.2. Evolución de la microbiota intestinal 

La adquisición de la microbiota intestinal comienza en el momento del nacimiento y se 

va consolidando a lo largo de la vida del individuo. El feto y el recién nacido se consideran 

libres de bacterias (Mackie et al., 1999; Hooper & Gordon, 2001). Sin embargo, se 

encuentran pequeñas cantidades de microorganismos inmediatamente después del 

nacimiento (de 5x10
4
 a 5x10

5
 UFC/g de heces) y las bacterias frecuentemente aisladas son 

Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium y Corynebacterium. Bajo circunstancias 

normales, la colonización inicial del intestino del niño ocurre durante el parto al ponerse en 

contacto con la microbiota vaginal de su madre y posteriormente por el contacto con la 

microbiota normal de sus padres. Esto lleva a la inoculación con bifidobacterias, 

enterobacterias, bacteroides, Clostridium y cocos Gram-positivos (Bjorksten et al., 2001; 

Vaishampayan et al., 2010). 

 

La leche materna es uno de los factores clave en la iniciación y el desarrollo de la 

microbiota intestinal del neonato, ya que garantiza un aporte continúo de bacterias durante 

todo el periodo de lactancia (Martín et al., 2003; Le Huerou-Luron et al., 2010). De hecho, 

posiblemente se trate de la principal fuente de bacterias para el recién nacido, ya que se 

estima que un lactante que ingiera aproximadamente 800 mL de leche al día recibe entre 10
5
 

y 10
7
 bacterias (Heikkila & Saris, 2003). Por lo tanto, no es de extrañar que la microbiota 

intestinal del lactante refleje la existente en la leche materna. Los grupos bacterianos más 

frecuentemente aislados son estafilococos, estreptococos, corinebacterias, lactobacilos, 

micrococos, propionibacterias y bifidobacterias (Collado et al., 2009a). 

 

Al nacer, el ambiente en el intestino del niño muestra un potencial redox positivo, que 

permite la colonización inicial por E. coli y Streptococcus que a veces alcanzan cifras de 10
8
 

a 10
10

 UFC/g de heces. Estas bacterias a su vez disminuyen ese potencial y permiten el 

establecimiento de microorganismos anaerobios estrictos pertenecientes a los géneros 

Bifidobacterium, Bacteroides y Clostridium entre los 4 y 7 días de vida (Thompson-

Chagoyan et al., 2007). 
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Así mismo, el tipo de nacimiento tiene un efecto significativo en el desarrollo de la 

microbiota intestinal: 

a) Nacimiento vaginal: normalmente la colonización se inicia durante el parto por 

exposición a la microbiota de la madre. Se han encontrado más de 18 grupos 

diferentes de bacterias en el tracto gastrointestinal inferior de la mujer embarazada y 

esas son las principales bacterias a las que está expuesto el recién nacido, siendo E. 

coli y Streptococcus las que con más frecuencia se aíslan del tracto digestivo del 

niño (Mackie et al., 1999). 

En los neonatos las bacterias aparecen en las heces durante el primer día de vida, 

siendo las primeras E. coli, Streptococcus y Enterococcus spp; las bifidobacterias 

aparecen alrededor del tercer día de vida extrauterina. Hacia el décimo día postnatal, 

la mayoría de los neonatos sanos a término están colonizados por una microbiota 

bacteriana heterogénea, en donde predomina Bifidobacterium en los alimentados 

con leche materna y una microbiota mixta en los que reciben leche de fórmula 

(Walker & Duffy, 1998). 

b) Nacimiento por cesárea: estos niños inician la vida prácticamente sin bacterias. El 

primer contacto con ellas es fortuito y los microorganismos son introducidos del 

ambiente por el equipo hospitalario (Walker & Duffy, 1998). Después del 

nacimiento los microorganismos ambientales, orales y cutáneos pueden ser 

transferidos de la madre al recién nacido por varios mecanismos tales como la 

lactancia y el cuidado materno (Mackie et al., 1999). En estos niños la colonización 

por microorganismos anaerobios está generalmente retardada y la microbiota está 

compuesta por bacterias microaerófilas, anaerobios facultativos y bacterias 

esporuladas (Clostridium). Se produce un retraso en la colonización por 

bifidobacterias y E. coli. Entre los días 4 y 6, todos los niños nacidos por vía vaginal 

son colonizados por bacterias anaerobias, pero sólo el 9% de los nacidos por cesárea 

tienen estas bacterias (Klessen et al., 2000). 

Durante el primer mes de vida del neonato, los microorganismos que aparecen en mayor 

proporción en el intestino son bifidobacterias y E. coli, en menor proporción aparecen 

bacterias Gram-positivas de los géneros Lactobacillus y Bacteroides (Figura 3). Al cabo de 

un año, el número de bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Bacteroides y 

Clostridium se empieza a incrementar, y por el contrario se observa una reducción en la 

proporción de bifidobacterias y E. coli. En este estado, la microbiota intestinal del niño 
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empieza a parecerse a la del adulto y los principales grupos bacterianos aislados son 

Staphylococcus aureus (4%), S. epidermidis (20%), Enterococcus faecalis (30%), 

Enterococcus faecium (10%), estreptococos no hemolíticos (10%) y Enterobacteriaceae [E. 

coli (20%), Klebsiella aerogenes (20%), Proteus mirabilis (2%), Enterobacter cloacae (1%) 

y Serratia sp. (1%)] y Pseudomonas aeruginosa (0,5%). Las bacterias anaerobias 

facultativas son seguidas de cerca por Bifodobacterium sp. (Walker & Duffy, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Evolución de la microbiota intestinal con la edad. 

 

La composición de la microbiota intestinal está profundamente influenciada por la dieta 

del bebé. La introducción de la comida sólida coincide con el cambio cualitativo principal en 

la microbiota intestinal. Es en este momento cuando la microbiota comensal del niño se 

estabiliza y se asemeja a la microbiota presente en el adulto (Zoetendal et al., 1998; 

Tannock, 2005). 

A pesar de esta estabilidad de la microbiota del adulto, existen diferentes factores tanto 

intrínsecos como extrínsecos que van a modular tanto la cantidad como la calidad de la 

microbiota a lo largo de la vida del individuo (Tannock, 1983; Mitsuoka, 1992; Klessen et 

al., 2000; Swift et al., 2000; Zoetendal et al., 2001). Varios estudios han determinado que el 

número de clostridios va aumentando con la edad, mientras que la proporción de 

bifidobacterias disminuye (Figura 3). En la senectud es frecuente el aislamiento de 

Clostridium perfringens y aparecen mayores niveles de mohos y enterobacterias en 

Bacteroides,
Eubacterium
Peptococcae

Escherichia coli
Streptococcus

Lactobacillus

Bifidobacterium

Clostridium
 perfringens

 Nacimiento  Destete     Adolescencia     Madurez         Vejez
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comparación con la microbiota de individuos jóvenes (Mitsuoka, 1992; Hopkins et al., 

2001). 

2.3. Factores modificadores de la microbiota intestinal 

Aunque se considera que se alcanza una microbiota estable, y similar a la del adulto, 

una vez finalizado el período de lactancia y tras iniciarse de manera continuada una 

alimentación sólida, existen numerosos factores que modulan y condicionan tanto la 

cantidad como la calidad de la microbiota comensal del adulto, pudiendo ésta variar 

sensiblemente a lo largo de toda la vida del individuo. Entre todos estos factores 

modificadores encontramos aspectos propios del individuo, tanto intrínsecos como 

extrínsecos, y otros factores propios de la microbiota intestinal. 

2.3.1. Factores microbianos 

Uno de los factores condicionantes de la microbiota del adulto, son las características de 

las bacterias comensales pioneras en ocupar las mucosas, ya que éstas, determinarán en gran 

manera las poblaciones resultantes en el adulto (Ducluzeau, 1993). Éstas vendrán 

determinadas básicamente por el tipo de parto (natural o por cesárea) (Huurre et al., 2008) 

así como por el tipo de alimentación que éste reciba (fórmula o leche materna) (Le Huerou-

Luron et al., 2010). Las bacterias pioneras pueden modular el ecosistema inicial, 

determinando así la posibilidad de colonización o no de nuevos miembros bacterianos en lo 

que se denomina interacciones microbianas. La actividad metabólica de estas cepas iniciales 

puede alterar las condiciones del ecosistema a nivel de pH, oxígeno, etc., o generar 

metabolitos que pueden favorecer el crecimiento de otras especies (nutrientes, factores de 

crecimiento, etc.) o, por el contrario, competir por ellos o incluso generar sustancias que 

impidan el crecimiento de otras especies bacterianas como bacteriocinas, peróxido de 

hidrógeno, etc (Xaus, 2004). 

Otro aspecto importante a la hora de determinar si una especie bacteriana será capaz de 

ocupar su nicho dentro de la microbiota ya establecida, son las características propias de esa 

bacteria, como por ejemplo la capacidad de adhesión al epitelio intestinal, la resistencia a las 

condiciones específicas de la mucosa a colonizar, la capacidad de movilidad o de 

esporulación de dicha especie bacteriana, su capacidad fermentativa, el tiempo de 

generación, etc., criterios que se intentan seleccionar a nivel industrial para la búsqueda de 
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los denominados probióticos para permitir así el establecimiento de la bacteria en una 

microbiota ya madura (Xaus, 2004; Zhu et al., 2011). 

2.3.2. Factores propios del individuo 

2.3.2.1. Factores intrínsecos 

Entre los factores intrínsecos del individuo encontramos aquéllos que hacen referencia a 

la producción de ácidos estomacales, secreciones pancreáticas y sales biliares, que van a 

determinar, en definitiva, las condiciones de pH a nivel de las mucosas; la producción de 

enzimas hidrolíticas, como lisozima y tripsina; la producción de sustancias antimicrobianas 

propias como defensinas; la motilidad intestinal, la producción de mucus y de secreciones 

vaginales, que van a determinar las condiciones del hábitat que debe ser colonizado. 

Otro factor intrínseco importante es la edad del individuo ya que ésta determinará, en 

gran medida, muchas de las actividades metabólicas y de las características de los factores 

determinados anteriormente (Enck et al., 2009; O’Toole & Claesson, 2010; Biagi et al., 

2011). 

2.3.2.2. Factores extrínsecos 

Los factores extrínsecos del huésped son quizás los que suponen una mayor incidencia 

sobre la composición de la microbiota intestinal. Entre ellos destacan la dieta y el historial 

clínico del individuo. 

La composición de la dieta va a determinar la cantidad de alimento no digerido que 

puede llegar a nivel intestinal y así condicionar el crecimiento y sobre todo las actividades 

metabólicas de diversas poblaciones bacterianas específicas (Finegold et al., 1974; Finegold 

et al., 1983a). Dentro de la dieta debemos incluir el uso de los prebióticos y probióticos, 

como alternativa para la modificación, de manera preventiva o terapéutica, de la 

composición de la microbiota comensal (Kleessen et al., 1997; Parracho et al., 2007). 

Otro factor extrínseco altamente determinante es el historial clínico del individuo, 

especialmente en referencia al uso de antibióticos de manera generalizada; el padecimiento 

de enfermedades neoplásicas o autoinmunes que requieran el uso de tratamientos quimio o 

radioterapéuticos o el uso de inmunosupresores de manera crónica; o el padecimiento de 

patologías intestinales que hayan requerido de intervenciones quirúrgicas o que supongan 

una modificación clara de los hábitos intestinales. Todos estos factores tienen, sin duda, un 
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efecto relevante sobre la microbiota comensal (Xaus, 2004; Kinross et al., 2009; Antunes & 

Finlay, 2011; Morotomi et al., 2011). 

Finalmente, otros aspectos como la temperatura y el clima, la actividad física, la 

contaminación ambiental o el estrés pueden afectar sensiblemente a la composición de la 

microbiota intestinal (Mackie et al., 1999). 

2.4. Funciones de la microbiota intestinal 

 

El cuerpo humano coexiste prácticamente desde el nacimiento con las comunidades 

bacterianas que se encuentran en todas las mucosas y epitelios comunicados con el exterior. 

La mayoría de estos microorganismos viven en el intestino, donde interaccionan con el resto 

de células y sustancias que allí se encuentran. Esta relación se suele describir como 

comensal (una parte se beneficia mientras que la otra aparentemente no se ve afectada) pero, 

en realidad, es de mutualismo (ambas partes se benefician) (Backhed et al., 2005). 

Numerosas investigaciones con modelos animales gnotobióticos (criados en condiciones 

de asepsia total) han puesto de manifiesto que la microbiota comensal, y en especial aquella 

que reside en el tracto gastrointestinal, ejerce una influencia vital en el correcto desarrollo 

bioquímico y fisiológico del organismo que colonizan (Gordon & Pesti, 1971). Entre las 

funciones importantes para el hospedador en las que interviene la microbiota intestinal, 

deben incluirse no solo la metabólica y la protectora, sino también otras menos conocidas 

como la de contribuir a la maduración del tracto gastrointestinal, la de regular la 

angiogénesis y la deposición de grasa entre otras (Stappenbeck et al., 2002; Hooper, 2004; 

Backhed et al., 2005; Neu et al., 2007). 

2.4.1. Funciones metabólicas 

El metabolismo microbiano es responsable de la conversión de muchas sustancias en 

nutrientes que pueden ser absorbidos y utilizados por el huésped (Hooper et al., 2002). La 

diversidad genética de la microbiota intestinal produce diversas enzimas y rutas bioquímicas 

que son distintas a las que se encuentran en el huésped, permitiendo así la recuperación de 

parte de la energía ingerida con la comida. 

La microbiota presente en el colon fermenta carbohidratos de origen vegetal que no son 

digeridos por nuestras enzimas digestivas. Los productos metabólicos más importantes son 

los ácidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acético, propiónico y butírico 
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(Laparra & Sanz, 2010). Los AGCC constituyen la fuente energética principal de las células 

del epitelio intestinal en el colon y participan en el control de varios procesos metabólicos. 

El ácido butírico es, en su mayor parte, metabolizado en el epitelio intestinal, constituyendo 

la fuente energética principal para el epitelio del colon (Neish, 2009). Por otro lado, el 

acético y el propiónico acceden a la circulación portal y participan en el metabolismo del 

colesterol y los lípidos (Laparra & Sanz, 2010). Se ha descrito, que el ácido propiónico 

disminuye la expresión de enzimas lipogénicas en el hígado, implicadas en la síntesis de 

novo de triglicéridos y ácidos grasos, y reduce los niveles de colesterol (Hosseini et al., 

2011). Por el contrario, el acético reduce los niveles séricos de ácidos grasos, aunque 

aumenta los de colesterol (Teitelbaum & Walker, 2002). Se considera que globalmente la 

microbiota intestinal beneficiosa puede contribuir a reducir la colesterolemia mediante su 

capacidad para modular el equilibrio y composición entre estos AGCC.  

Los AGCC favorecen también la absorción de minerales (calcio, magnesio y hiero) 

clínicamente relevantes para el tratamiento y prevención de ciertas enfermedades como la 

osteoporosis y la anemia. Esta absorción se produce como consecuencia de la reducción del 

pH luminal que aumenta la solubilidad de los minerales y favorece su entrada por difusión 

pasiva (Teitelbaum & Walker, 2002). Las funciones metabólicas también incluyen la 

producción de vitaminas (K, B12, biotina, ácido fólico y pantoténico) y la síntesis de 

aminoácidos a partir del amoníaco o la urea (Hooper et al., 2002). 

Sin embargo, de la actividad metabólica de la microbiota intestinal se desprenden 

también algunas actividades potencialmente dañinas para el organismo. Así, el metabolismo 

anaeróbico de los péptidos y proteínas a nivel del intestino, a pesar de que también producen 

AGCC, genera una serie de sustancias potencialmente tóxicas como amonio, aminas, 

fenoles, tioles e indoles (Macfarlane et al., 1986; Hooper et al., 2002). 

Además, la dieta contiene, junto a los nutrientes, sustancias como aditivos, fármacos, 

contaminantes, etc, que pueden ser absorbidas y llegar al hígado a través de la circulación 

sanguínea, donde son detoxificados por procesos de oxidación y conjugación. La mayoría de 

las sustancias extrañas son eliminadas por la orina pero otras moléculas son excretadas vía 

bilis, por lo que vuelven al lumen intestinal donde se encuentran con la microbiota presente 

en el intestino; estas sustancias pueden ser desconjugadas permitiendo así su vuelta al 

torrente sanguíneo (van der Waaij, 1992). 
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2.4.2. Funciones tróficas 

La principal función de los AGCC es su efecto trófico sobre el epitelio intestinal, 

regulando tanto los procesos mecánicos, como los fenómenos de proliferación y 

diferenciación epitelial. Aunque los tres AGCC principales pueden estimular la proliferación 

y diferenciación del epitelio intestinal, es el butirato quien juega un papel principal (Frankel 

et al., 1994). Además, el butirato se ha asociado a la regulación de los procesos neoplásicos 

intestinales por su capacidad de inhibir la proliferación de las células cancerosas intestinales 

(Gibson et al., 1992). Por otro lado, el acetato es también utilizado por los músculos 

esquelético y cardiaco para obtener energía y por los adipocitos para la lipogénesis (Hooper 

et al., 2002). 

La producción de determinados metabolitos, y la regulación de la cantidad de 

electrólitos, a nivel del bolo fecal, por parte de las bacterias comensales juega también un 

papel clave en el contenido de agua y volumen de las heces, en la secreción de 

neuropéptidos reguladores de la motilidad intestinal, y en definitiva, de la velocidad de 

tránsito intestinal (Xaus, 2004). 

2.4.3. Funciones de protección 

Quizás una de las funciones más relevantes de las bacterias comensales es la regulación 

y estabilización del ecosistema, tanto intestinal como del resto de las mucosas, evitando la 

colonización por parte de otros microorganismos patógenos. Existe un fenómeno de 

competición no sólo por el espacio sino también por los nutrientes disponibles entre los 

microorganismos ya instaurados y los microorganismos patógenos. Pero además, la 

microbiota da lugar a unas condiciones de pH, producción de bacteriocinas, etc., que 

dificultan de forma importante la colonización por un elemento extraño a la microbiota 

normal (Lievin et al., 2000; Chow et al., 2010). En definitiva, la microbiota comensal 

constituye una primera barrera de defensa frente a las infecciones.  

Pero, sin duda, la influencia de la microbiota intestinal en el desarrollo del sistema 

inmunitario es la función objeto de un gran número de investigaciones. En primer lugar, el 

establecimiento de la microbiota intestinal determina el desarrollo del sistema inmunitario 

(Gronlund et al., 2000), actuando como un regulador esencial de las respuestas inmunitarias 

(Noverr & Huffnangle, 2004). Los estudios con animales gnotobióticos han demostrado que 

estos animales presentan un gran número de alteraciones en el sistema inmunitario, como 
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por ejemplo una bajada en la densidad de células linfoides en la mucosa intestinal, 

estructuras foliculares linfocitarias pequeñas y una baja concentración de inmunoglobulinas 

circulantes en la sangre (Butler et al., 2000; Tannock, 2001). La inmadurez del sistema 

inmunitario de estos animales, demuestra que la microbiota intestinal podría actuar como un 

estímulo inmunogénico importante permitiendo la maduración del tejido linfoide asociado al 

tejido intestinal (Shroff et al., 1995; Helgeland et al., 1996). Dicha hipótesis queda 

demostrada cuando se induce experimentalmente la colonización bacteriana en estos 

animales y se comprueba la recuperación de la mayoría de los parámetros inmunitarios 

afectados por la ausencia de microorganismos. La introducción de una sola especie 

bacteriana en el intestino induce grandes cambios en la expresión génica de las células 

epiteliales y de la mucosa intestinal (Hooper & Gordon, 2001). Así, por ejemplo, algunas 

bacterias intestinales comensales estimulan la aparición de células plasmáticas productoras 

de inmunoglobulinas A en la lámina propia de animales axénicos. Además, la capacidad de 

producir inmuglobulinas A va aumentando a medida que se regenera la compleja microbiota 

intestinal (Moreau et al., 1978; Shroff et al., 1995). 

3. MICROBIOTA INTESTINAL Y ENFERMEDAD 

La microbiota intestinal tiene gran impotancia médica, ya que las bacterias pueden 

influir de forma beneficiosa o dañina sobre la salud del hospedador. Algunas especies de la 

microbiota intestinal han sido empleadas como probióticos para proporcionar efectos 

favorables para la salud humana (Fuller, 1991). En cambio, entre los posibles efectos 

perjudiciales, la microbiota del tracto gastrointestinal se ha asociado a la patogénesis de 

enfermedades crónicas inflamatorias intestinales (EII), cáncer de colon y otros desórdenes 

inmunes asociados (Greer & O'Keefe, 2011; Sobhani et al., 2011; Stephani et al., 2011). 

En condiciones normales, el ecosistema intestinal está en equilibrio y los 

microorgamismos perjudiciales no ejercen su efecto patogénico; sin embargo, en 

determinadas situaciones, éstos pueden dar lugar a infecciones y enfermedades si se 

establecen en regiones del cuerpo en las que no son residentes habituales o cuando su 

número se incrementa de forma excesiva debido a perturbaciones del ecosistema intestinal. 

Se ha descrito que pacientes con EII presentan un desequilibrio entre la proporción de 

bacterias potencialmete protectoras (como por ejemplo Bifidobacterium spp y Lactobacillus 

spp) y bacterias potencialmente dañinas (ejemplo Bacteroides spp y enterobacterias) 

(Swidsinski et al., 2002). Este desequilibrio en la microbiota intestinal se conoce como 
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disbiosis intestinal y también ha sido descrita en pacientes con EC (Nadal et al., 2007; 

Collado et al., 2009b). 

3.1. Enfermedad celiaca y microbiota del intestino delgado  

Además del gluten, otros factores ambientales podrían estar asociados con el desarrollo 

o la patogénesis de la EC. Se planteó la posibilidad de que el hongo dimórfico Candida 

albicans podría ser un factor desencadenante de la EC, ya que este hongo presenta una 

proteína de pared de hifa (HWP1), en cuya secuencia de aminoácidos se encuentran regiones 

muy similares a las secuencias de aminoácidos de los epitopos tóxicos presentes en las α-

gliadinas y γ-gliadinas (Nieuwenhuizen et al., 2003). También, se planteó el papel de 

determinados agentes infecciosos en el desarrollo de la EC. Los rotavirus son una de las 

causas más frecuentes de infecciones gatrointestinales en niños y son capaces de inducir 

procesos inflamatorios, cambios estructurales en el intestino y un aumento de la 

permeabiliadad intestinal. Stene et al. (2006), encontraron una relación entre la alta 

frecuencia de infecciones causadas por rotavirus y un incremento en el riesgo de desarrollar 

la EC en niños predispuestos genéticamente. 

Sin embargo, Forsberg et al. (2004), determinaron mediante microscopia electrónica la 

presencia de una bacteria de morfología bacilar anclada en la parte alta del intestino delgado 

en niños con EC, la cual no aparecia en individuos sanos. Este estudio sugirió por primera 

vez el posible papel de las bacterias en la patogénesis de la EC (Sollid & Gray, 2004). Como 

consecuencia, en los últimos años se han llevado a cabo diferentes estudios sobre la 

composición de la microbiota intestinal en enfermos celiacos. La mayoría de los trabajos 

para determinar el papel de las bacterias en la EC se han llevado a cabo en niños. Aunque la 

EC ha sido tradicionalmente considerada una enfermedad que se desarrolla durante los 

primeros años de vida, varios estudios han determinado rangos de prevalencia similar en 

adultos (Vivas et al., 2008). 

3.1.1. Microbiota fecal  

Tjellström et al. (2005), llevaron a cabo a partir de heces, un estudio comparativo de la 

actividad metabólica de la microbiota intestinal entre niños con EC y niños sanos. Sus 

resultados determinaron que los niños con EC, independientemente de la dieta, presentaban 

un patrón diferente de ácidos grasos de cadena corta con respecto a los individuos sanos. En 

estudios posteriores, determinaron también que familiares de primer grado de niños con EC 
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presentaban una actividad metabólica diferente en comparación a la de individuos sanos 

(Tjellström et al., 2007). 

Asimismo, el análisis de muestras fecales de niños empleando varias técnicas 

moleculares han establecido diferencias en la composición de la microbiota fecal entre niños 

con EC y niños sanos. Mediante hibridación in situ con fluorescencia (FISH), Collado et al. 

(2007), determinaron que el número de bacterias pretenecientes al grupo Bacteroides-

Prevotella, Clostridium histolyticum, Eubacterium rectale-C. coccoides, Atopobium y 

bacterias reductoras de sulfato fue significativamente más alto en muestras fecales de niños 

con EC. Por el contrario, en los individuos sanos aparecían en mayor proporción 

microorganismos pertenecientes al género Bifidobacterium. Por otro lado, mediante 

electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE) empleando cebadores universales se 

determinó que la diversidad de la microbiota fecal de niños con EC era significativamente 

mayor que la de niños sanos (Sanz et al., 2007a). 

 

3.1.2. Microbiota duodenal 

Se ha descrito que la microbiota presente en el yeyuno, íleon y colon difiere de la 

microbiota fecal (Wang et al., 2005), por este motivo resultó necesario llevar a cabo una 

caracterización de la microbiota duodenal de pacientes celiacos (tratados y no tratados) y de 

individuos sanos. Los primeros ensayos realizados manifestaron una mayor proporción de 

bacterias Gram-negativas y bacterias pro-inflamatorias en la microbiota duodenal de niños 

con EC (Nadal et al., 2007). Posteriormente, Collado et al. (2007), mediante PCR a tiempo 

real determinaron que dos poblaciones de bacterias asociadas al tracto gastrointestinal 

(Bacteroides sp. y Clostridium leptum), fueron significativamente más abundantes en niños 

con EC (tratados y no tratados) que en niños sanos. También, establecieron que los niveles 

de poblaciones de Escherichia coli y Staphylococcus fueron significativamente más altos en 

biopsias duodenales de niños con EC no tratados con respecto a pacientes tratados o 

controles y además estas poblaciones parecen estar asociadas con la fase activa de la 

enfermedad. Por otro lado, bacterias del género Bifidobacterium, que son generalmente 

consideradas como microorganimos beneficiosos y son frecuentemente empleados como 

probióticos, fueron significativamente menos abundantes en niños con EC no tratados 

(Collado et al., 2009b). 
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Las poblaciones bacterianas encontrados en biopsias de niños con EC fueron similares a 

las encontradas en las heces, indicando por tanto que la microbiota fecal refleja parcialmente 

la microbiota presente en el intestino delgado de pacientes con EC. Además, también 

concluyeron que este desequilibrio en la microbiota duodenal y fecal de niños con EC no 

tratados podía ser parcialmente restaurado después de llevar a cabo una dieta libre de gluten 

durante un período de larga duración (Collado et al., 2009b). 

En un estudio similar, llevado a cabo por Schippa et al. (2010), se analizó mediante 

electroforesis en gradiente temporal de temperatura (TTGE) la composición de la microbiota 

asociada a la mucosa duodenal de niños con EC (antes y después de la dieta libre de gluten) 

y de niños sanos. Los resultados mostraron un papel potencial de la microbiota duodenal en 

la patogénesis de la EC, ya que se observó un perfil de bandas característico que podría estar 

asociado a la enfermedad y una mayor diversidad en la mucosa duodenal de pacientes con 

EC. Además, los niños con EC presentaban perfiles electroforéticos diferentes mediante 

TTGE antes y después del tratamiento con la dieta libre de gluten. 

Finalmente, Ou et al. (2009), llevaron a cabo una caracterización de la microbiota de la 

parte proximal del intestino delgado mediante la secuenciación de una región del ADNr 16S. 

A su vez, intentaron también identificar las bacterias de morfología bacilar que previamente 

habían sido detectadas en biopsias yeyunales de niños con EC (Forsberg et al., 2004). No se 

encontraron diferencias significativas entre la microbiota duodenal de niños con EC y niños 

sanos. Por el contrario, sí que observaron diferencias entre la microbiota duodenal de 

biopsias que habían sido recogidas durante los últimos años (2004-2007) y las realizadas en 

torno a 1990, durante la epidemia de EC que había tenido lugar en Suecia. En estas últimas 

biopsias, en las que además de haber encontrado las bacterias de morfología bacilar 

mediante microscopia electrónica, se observó también una gran proporción de bacterias del 

género Clostridium, Prevotella y/o Actinomyces graevenizii, todas ellas de morfología 

bacilar (Ou et al., 2009). 

3.2. Enfermedades inflamatorias intestinales y microbiota intestinal 

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) son un grupo de trastornos intestinales 

de origen desconocido. La mayor parte de los casos de EII se pueden clasificar como Colitis 

Ulcerosa (CU) o Enfermedad de Crohn (ECh) (Hendrickson et al., 2002; Shanahan, 2002). 

Aunque la CU y la ECh se engloban dentro del grupo de EII, ambas ocasionan distintas 

formas de inflamación crónica en el tracto gastrointestinal. La ECh puede aparecer en 
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cualquier zona del tubo digestivo, siendo el íleon y el colon, las regiones más comúnmente 

afectadas. En cambio, la CU afecta exclusivamente a la mucosa del intestino grueso (Sokol 

et al., 2008). El íleon terminal y el intestino grueso son considerados lugares idóneos para la 

proliferación microbiana, ya que la motilidad intestinal es más lenta.  

Las EII aparecen frecuentemente en adultos jóvenes, pero también pueden darse en 

niños. El pico de incidencia de edad está entre 10-40 años y afectan aproximadamente a 3,6 

millones de personas en Europa y Norteamérica (Lopez-Serrano et al., 2009).  

Aunque el mecanismo patogénico no se conoce todavía, se sospecha que se trata de una 

combinación de varios factores ambientales en individuos genéticamente susceptibles. Una 

de las hipótesis que se ha planteado, es que las EII se producen como consecuencia de una 

activación inadecuada del sistema inmune por la microbiota intestinal. Varios trabajos 

realizados a partir de modelos animales experimentales de EII, han demostrado que es 

necesaria la presencia de las bacterias para la iniciación y persistencia de la inflamación 

crónica, ya que en animales axénicos no se desarrolla la enfermedad (Dianda et al., 1997; 

Pizarro et al., 2000; Sartor, 2006). 

Existe cierta controversia en establecer que microorganismos son los responsables de la 

inflamación. Algunos investigadores han planteado que los microorganismos responsables 

de las EII podrían ser patógenos, como por ejemplo Mycobacterium avium subespecie 

paratuberculosis (Hermon-Taylor, 2001; Greenstein, 2003; Sartor, 2005), puesto que dicho 

microorganismo se ha detectado frecuentemente asociado a la mucosa de pacientes con ECh. 

Por el contrario, otros estudios han mostrado diferencias en la composición de la microbiota 

entre pacientes con EII e individuos sanos (Swidsinski et al., 2002; Guarner & Malagelada, 

2003; Marteau et al., 2004). Como consecuencia de esas diferencias, se produce un 

desequilibrio entre especies de bacterias consideradas como protectoras y bacterias dañinas, 

dando lugar al fenómeno que se conoce como disbiosis intestinal (Frank et al., 2007). 

3.2.1. Enfermedad de Crohn y microbiota fecal 

Una variedad de métodos moleculares han sido empleados para analizar la composición 

de la microbiota fecal de pacientes con EII con respecto a individuos control. Los resultados 

de estas técnicas han señalado una reducción de la diversidad microbiana en pacientes con 

ECh en comparación a los individuos sanos. En concreto, se ve disminuida la diversidad de 

bacterias del filo Firmicutes, y particularmente de los miembros del grupo clostridial IV 
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(subgrupo Clostridium leptum). Este grupo filogenético, contiene varias bacterias 

productoras de butirato, como por ejemplo Faecalibacterium prausnitzii (Barcenilla et al., 

2000; Suau et al., 2001). F. prausnitzii produce además de butirato, formiato y D-lactato, 

proporcionando una fuente de energía para las células epiteliales del colon. El butirato actúa 

como inhibidor de la expresión de citoquinas en la mucosa intestinal, y además refuerza la 

integridad de la barrera intestinal mediante la producción de mucina y péptidos 

antimicrobianos (Pryde et al., 2002; Scheppach & Weiler, 2004). Li et al. (2008), 

demostraron que una disminución de F. prausnitzii, junto a la reducción de bacterias 

productoras de butirato, podría ocasionar la inflamación intestinal en individuos 

genéticamente susceptibles. 

Por el contrario, existe un desacuerdo sobre si existen diferencias en las poblaciones de 

bidifobacterias y lactobacilos entre pacientes con ECh e individuos sanos. En algunos 

trabajos, han detectado una reducción en las poblaciones de bifidobacterias y lactobacilos en 

muestras fecales de individuos con ECh (Giaffer et al., 1991; Favier et al., 1997), pero la 

gran mayoría no encuentran diferencias significativas. Si que se han determinado diferencias 

cuantitativas en las poblaciones de enterobacterias, fundamentalmente de Escherichia coli 

en muestras fecales de pacientes con ECh con respecto a los controles sanos (Giaffer et al., 

1991; 1992; Seksik et al., 2003). Existe controversia con respecto a los miembros del filo 

Bacteroidetes. En algunos estudios, se ha mostrado un descenso del grupo Bacteroides 

(Seksik et al., 2003) o en otros del subgrupo B. fragilis (Scanlan et al., 2006). Mientras otros 

autores, por el contrario han determinado un incremento en las poblaciones correspondientes 

al subgrupo B. fragilis, particularmente de B. vulgatus y otras especies afines (Ruseler-van 

Embden & Both-Patoir, 1983; Mangin et al., 2004). 

En un estudio reciente de pirosecuenciación llevado a cabo por Willing et al. (2010), se 

destacó que los individuos con ECh presentaban una composición microbiana diferente a la 

de individuos sanos. Además, esa composición era específica en función de si la inflamación 

tenía lugar en el íleon o en el colon. Los pacientes con ECh localizada en el íleon (EChI), 

presentaban una reducción en el número de bacterias de Faecalibacterium y Roseburia, 

frente a un aumento en la proporción de E. coli y Ruminococcus gnavus. En cambio, se 

observó un incremento en la proporción de Faecalibacterium en las heces de pacientes con 

ECh localizada en el colon (EChC). Una de las observaciones más llamativas fue que los 

fenotipos de EChI y EChC mostraban perfiles bacterianos opuestos, concretamente en las 
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poblaciones de Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae y Ruminococcaceae (Willing et al., 

2010). 

3.2.2. Enfermedad de Crohn y microbiota intestinal adherida a la superficie 

mucosa 

Al igual que en el análisis de la microbiota fecal, se ha descrito también una reducción 

en la diversidad de bacterias asociadas a biopsias en individuos con ECh (Ott et al., 2004; 

Walker et al., 2011). Esta disminución se ve reflejada en miembros del filo Firmicutes 

(Gophna et al., 2006; Frank et al., 2007), particularmente del subgrupo Lachnospiraceae. 

Varios estudios reflejaron al igual que ocurría en las heces, una reducción de la bacteria 

productora de butirato, Faecalibacterium prausnitzii en pacientes con ECh (Martínez-

Medina et al., 2006; Frank et al., 2007; Vasquez et al., 2007; Willing et al., 2009). Sin 

embargo, otros autores determinaron que al igual que ocurría en las heces, F. prausnitzii 

aparecía en mayor proporción en biopsias procedentes del colon en individuos con ECh 

(Willing et al., 2009). 

También existe controversia en los resultados con relación a miembros del filo 

Bacteroidetes. Algunos autores, han indicado un incremento en la frecuencia de detección de 

este filo (Swidsinski et al., 2002; Swidsinski et al., 2005), por ejemplo Bacteroides fragilis 

fue significativamente más abundante en pacientes con ECh que en sujetos sanos (Gophna et 

al., 2006). Mientras que otros trabajos han determinado una reducción del número de 

bacterias de este filo (Frank et al., 2007). Conte et al. (2006), detectaron una disminución en 

la concentración de B. vulgatus en niños con ECh. Esta reducción en el número de bacterias 

de B. vulgatus en la mucosa de pacientes que presentaban inflamación, corroboró las 

observaciones llevadas a cabo por Waidmann et al. (2003). Su investigación sugirió un 

posible papel protector de B. vulgatus frente a cepas de E. coli inductoras del proceso de 

inflamación en el colon.  

Al igual que ocurría en las heces, los pacientes con ECh presentan un incremento en la 

concentración de enterobacterias (Swidsinski et al., 2002; Martínez-Medina et al., 2006; 

Kotlowski et al., 2007) principalmente de Escherichia coli asociadas al grupo B2+D. Este 

grupo filogenético se caracteriza por presentar serin-proteasas autotransportadoras (un tipo 

de transportador específico que aparece únicamente en miembros de la familia 

Enterobacteriaceae y que está asociado a virulencia), así como factores de adhesión 

(adhesinas) a las células epiteliales (Kotlowski et al., 2007). Además, estas cepas de E. coli 
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fueron comúnmente encontradas en la mucosa del íleon y no en el colon de pacientes con 

ECh (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Willing et al., 2009). Este hecho, se asocia a una 

reducción de la producción de butirato por F. prausnitzii en el íleon, lo que ocasiona al 

mismo tiempo una disminución en la liberación de péptidos antimicrobianos, facilitando así 

la proliferación de cepas de E. coli patogénicas (Baumgart et al., 2007). 

Puesto que la ECh se caracteriza por su condición de inflamación crónica, muchos 

investigadores han especulado que un agente infeccioso podría ser el causante de la ECh. 

Durante mucho tiempo Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) se ha 

asociado a la patogénesis de la ECh, ya que se ha detectado mediante diferentes técnicas 

moleculares asociado frecuentemente a la mucosa de pacientes con ECh y por el contrario, 

no se ha detectado prácticamente en individuos sanos (Schwartz et al., 2000; Sechi et al., 

2001; Bull et al., 2003; Ryan et al., 2004). Todos estos estudios realizados, confirman que 

existe una relación entre MAP y la ECh, pero el papel patogénico de MAP en el intestino 

permanece incierto. 

3.2.3. Colitis ulcerosa y microbiota fecal 

Se han llevado a cabo pocos estudios sobre la microbiota fecal de pacientes con Colitis 

Ulcerosa (CU). Al igual que en la Enfermedad de Crohn, la composición de la microbiota 

fecal de pacientes con CU muestra una reducción de la diversidad (principalmente en el filo 

Firmicutes) en comparación con individuos sanos (Sokol et al., 2006a; Andoh et al., 2007; 

Martinez et al., 2008; Noor et al., 2010). 

En un estudio llevado a cabo por Bullock et al. (2004), se determinó que cuando se 

comparan muestras fecales de pacientes con CU durante la fase activa y durante la fase de 

remisión de la enfermedad, el número de especies del género Lactobacillus era 

significativamente menor durante la fase activa. Por otro lado, también se ha observado una 

notable reducción en la proporción de bacterias del grupo Clostridium coccoides en muestras 

fecales de pacientes con CU con respecto a los individuos control (Sokol et al., 2006b). 

Al igual que ocurre en la ECh, Escherichia coli también aparece frecuentemente 

asociada a muestras de pacientes con CU. Sokol et al. (2006a), llevaron a cabo un estudio 

basado en el contenido de ARNr para analizar la diversidad de bacterias activas de la 

microbiota fecal de pacientes con CU. Determinaron mediante electroforesis en gradiente 

temporal de temperatura (TTGE), que E. coli aparece en mayor proporción en la microbiota 
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activa de pacientes con CU que en la de individuos control. Este hecho volvió a plantear de 

nuevo el papel patogénico de E. coli en las EII.  

Por otro lado, se ha descrito también un incremento en la concentración de bacterias 

reductoras de sulfato en muestras fecales de pacientes con CU activa con respecto a 

pacientes que se encuentran en la fase de remisión (Pitcher et al., 2000; Watanabe et al., 

2007). El sulfuro de hidrógeno, es el principal producto del metabolismo de las bacterias 

reductoras de sulfato. Se ha descrito que este compuesto a altas concentraciones inhibe la 

oxidación del butirato, que es la principal fuente de energía de los colonocitos. Este aumento 

de la concentración de bacterias reductoras de sulfato se ha asociado a la patogénesis de la 

CU, puesto que se ha detectado un incremento en la concentración de sulfuro de hidrógeno 

en las heces de pacientes con CU (Chapman et al., 1994; Rowan et al., 2009). 

Recientemente, Noor et al. (2010), mediante electroforesis en gradiente desnaturalizante 

(DGGE), han determinado una reducción en el número de especies del género Bacteroides 

en pacientes con CU. En varios estudios, se ha determinado que especies como Bacteroides 

vulgatus o B. ovatus podrían llevar a cabo un papel protector frente al proceso inflamatorio 

que tiene lugar en las EII (Waidmann et al., 2003; Hudcovic et al., 2009). Ambas especies, 

se ha descrito que aparecen en menor proporción en pacientes con colitis ulcerosa (Conte et 

al., 2006; Takaishi et al., 2008), por lo que se ha asociado esa reducción en el número de 

Bacteroides, con la pérdida de un posible papel protector por parte de este grupo de bacterias 

(Noor et al., 2010). 

3.2.4. Colitis ulcerosa y microbiota intestinal adherida a la superficie mucosa 

También se ha descrito una disminución en la diversidad de la microbiota adherida a la 

mucosa en pacientes con CU en comparación a individuos sanos (Ott et al., 2004; Walker et 

al., 2011). En general, se ha determinado que no existen diferencias en cuanto a las bacterias 

adheridas a la mucosa de tejidos inflamados y no inflamados en pacientes con CU (Bibiloni 

et al., 2006; Sokol et al., 2007), aunque Zhang et al. (2007), si observaron cambios en 

determinadas poblaciones. Sus resultados, mediante DGGE, reflejaron que la diversidad 

bacteriana de especies pertenecientes al género Lactobacillus y al subgrupo de Clostridium 

leptum estaba disminuida en tejidos ulcerados en comparación a tejidos sin ulceración dentro 

del mismo paciente con CU. En un estudio reciente llevado a cabo por Walker et al. (2011), 

se observaron también diferencias significativas entre la microbiota adherida a zonas 

inflamadas o no inflamadas de la mucosa. Sin embargo, vieron que estas diferencias varían 
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entre individuos, por lo que no se podía asociar una población específica a la inflamación 

intestinal. En la Tabla 2 aparece una comparación entre la composición de la microbiota 

intestinal de pacientes con ECh y de pacientes con CU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hay varios estudios que al analizar la microbiota adherida a la mucosa rectal, destacan 

una disminución en el número total de bifidobacterias en pacientes con CU (tanto en estado 

activo como en fase de remisión) en comparación a individuos sanos (Macfarlane et al., 

2004; Macfarlane et al., 2005; Mylonaki et al., 2005). En cambio, la gran mayoría de los 

autores han determinado un incremento en la concentración de enterobacterias 
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Tabla 2. Comparación de la microbiota intestinal entre pacientes con CU y pacientes con 

ECh. 
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(principalmente Escherichia coli perteneciente al grupo B2+D) asociadas a la mucosa de 

pacientes con CU frente a individuos sanos (Swidsinski et al., 2002; Mylonaki et al., 2005; 

Kotlowski et al., 2007). Sin embargo, Sasaki et al. (2007), establecieron que las cepas de E. 

coli aisladas a partir de pacientes con CU eran menos invasivas que las aisladas a partir de la 

mucosa de pacientes con ECh. 

Finalmente, al igual que ocurría en la ECh, también existe controversia con respecto al 

filo Bacteriodetes. Varios trabajos han resaltado un incremento en bacterias pertenecientes a 

este filo (Swidsinski et al., 2005; Lucke et al., 2006; Walker et al., 2011). Por el contrario, 

otros autores han determinado una disminución del número de miembros del filo 

Bacteroidetes con respecto a individuos control (Ott et al., 2004; Conte et al., 2006; Frank et 

al., 2007). 

4. MÉTODOS DE ESTUDIO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL 

Durante décadas, el estudio de la microbiota bacteriana que forman parte del ecosistema 

intestinal se ha realizado a través de técnicas de cultivo. El uso de estas técnicas de cultivo 

supone un coste reducido. Además, permite la cuantificación de poblaciones bacterianas y la 

posibilidad de llevar a cabo estudios bioquímicos y fisiológicos a partir de las cepas aisladas. 

A pesar de estas ventajas, estas técnicas clásicas presentan también inconvenientes, como 

por ejemplo que son muy laboriosas y requieren mucho tiempo. Además, las muestras 

requieren ser procesadas inmediatamente y los resultados obtenidos están enormemente 

afectados por el tipo de medio y las condiciones de crecimiento (Furrie, 2006). El análisis 

directo mediante recuento microscópico suele ser complementario para controlar la eficacia 

de la metodología de cultivo. Sin embargo, presenta el inconveniente de que no proporciona 

información de la diversidad microbiana y los recuentos pueden también infravalorarse por 

la presencia de artefactos en las preparaciones. 

Debido a las dificultades en el crecimiento y caracterización de la microbiota intestinal, 

su estudio ha sido también abordado a través de la cuantificación de los metabolitos y las 

actividades enzimáticas bacterianas. Se pueden estudiar metabolitos como los ácidos grasos 

volátiles o productos del metabolismo de los ácidos biliares mediante técnicas 

cromatográficas, o actividades enzimáticas de origen microbiano como las glicosidasas o las 

reductasas. Estos métodos de estudio presentan el inconveniente de que muchas actividades 

enzimáticas no son específicas de un microorganismo o de un grupo bacteriano concreto; 

por lo que no pueden utilizarse como métodos únicos de identificación. 
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La aparición de las técnicas moleculares ha ocasionado un cambio profundo, 

permitiendo la identificación de microorganismos no cultivados y establecer entre ellos 

relaciones filogenéticas (Zoetendal et al., 1998; Vaughan et al., 2000; Favier et al., 2002; 

Zoetendal et al., 2004). El ADN ribosomal como marcador filogenético se empezó a utilizar 

en los años 70 (Fox et al., 1977) y su aplicación en la clasificación taxonómica y la Ecología 

Microbiana ha aumentado exponencialmente. El ADNr 16S es el marcador molecular más 

empleado, ya que está presente en todas las bacterias, se detecta con facilidad, y se 

caracteriza por contener regiones conservadas y variables, especialmente útiles para el 

estudio de la diversidad microbiana (Woese, 1987). Además, se ha desarrollado una base de 

datos con las secuencias de un amplísimo número de microorganismos procedentes de los 

ecosistemas más variados (McCartney et al., 1996; Zoetendal et al., 2001). 

Sin embargo, la utilización del gen ADNr 16S tiene una serie de limitaciones como la 

presencia de múltiples operones con pequeñas variaciones en su secuencia en algunas 

bacterias, lo que puede generar una sobreestimación del número de bacterias presentes en las 

comunidades naturales (Nubel et al., 1997; Ludwig et al., 1998). Por estos motivos, en 

algunos casos es necesario utilizar otros marcadores genéticos como las giraras (Kasai et al., 

1998), la región del espaciador intergénico 16S-23S del ADNr (Haarman & Knol, 2006) o 

las chaperonas (Dumonceaux et al., 2006). 

Algunas de las técnicas moleculares más empleadas hasta el momento para el estudio de 

la microbiota intestinal se describen a continuación. 

4.1.FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) 

Esta técnica permite identificar específicamente microorganismos y además 

cuantificarlos. Se trata de una hibridación ADN-ARN, en la que se utilizan sondas de ADN 

de unos 18 nucleótidos que tienen su diana en el ARNr 16S (Amman, 1995). Las sondas se 

marcan convenientemente con un fluorocromo en el extremo 5’. Las células en las que se 

establezca la hibridación, van a poder ser detectadas al microscopio de fluorescencia 

utilizando el filtro adecuado o por citometría de flujo. Dadas las características de las 

moléculas del ARN ribosómico, se pueden diseñar sondas basándose en las zonas 

conservadas al nivel de dominio, de modo que nos permitan identificar y cuantificar las 

células pertenecientes al dominio Bacteria o Archaea, en un ecosistema concreto. También 

se pueden diseñar sondas más específicas a nivel de orden, de género, especie e incluso de 
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poblaciones dentro de una misma especie. De este modo, se pueden identificar y cuantificar 

con precisión los microorganismos presentes en un sistema (Amman et al., 1995). 

Su principal limitación es que no existen sondas específicas para todos los géneros y 

especies bacterianas, y su diseño no es sencillo. Además, para usar esta técnica, es preciso 

tener un conocimiento previo de las secuencias de los microorganismos que componen un 

sistema, por lo que es conveniente combinarla con otras técnicas de Ecología Microbiana 

(Manz et al., 1992). 

Esta metodología se ha empleado en la observación de las variaciones de la microbiota 

intestinal por consumo de medicamentos y probióticos (Brunser et al., 2006) o la detección 

de Clostridium en niños (Fallani et al., 2006). Para determinar diferencias en la microbiota 

fecal entre niños alimentados con leche materna y niños alimentados con leche de fórmula 

(Bezirtzoglou et al., 2011). En muchas ocasiones se puede complementar con citometría de 

flujo (Collado et al., 2007; Nadal et al., 2007; De Palma et al., 2010) obteniéndose 

resultados similares con ambas técnicas (Zoetendal et al., 2002). 

4.2. Colección de clones del ARNr 16S 

En los últimos años, la combinación de la PCR con la clonación de los fragmentos 

resultantes y la posterior secuenciación de los mismos, ha permitido un acceso directo a la 

diversidad filogenética bacteriana existente dentro de comunidades complejas. El empleo de 

cebadores universales, posibilita la amplificación simultánea de fragmentos del ADNr 16S 

de prácticamente cualquier microorganismo presente en una muestra sin necesidad de 

cultivarlo. Seguidamente, los distintos productos de PCR se clonan para formar una librería 

que incluya todos los fragmentos posibles, los cuales se pueden secuenciar y comparar con 

las secuencias depositadas en las bases de datos (Altschul et al., 1997).  

Este método permite un estudio taxonómico muy preciso, gracias a la obtención de 

árboles filogenéticos de gran resolución. Cubre la gran mayoría de los microorganismos, 

incluyendo aquellos grupos minoritarios, y permite la identificación de microorganismos, 

que aún no han sido cultivados. Sin embargo, esta técnica no cuantitativa presenta varios 

inconvenientes. Supone un coste económico alto y requieren de un personal especializado, 

ya que se trata de una técnica larga y compleja. Además, es necesario secuenciar un alto 

número de clones para asegurar que la mayoría de las especies se han detectado. 
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Esta técnica se ha empleado para caracterizar la microbiota del intestino delgado 

presente en niños con EC (Ou et al., 2009) o para determinar diferencias entre la microbiota 

intestinal de pacientes con enfermedad de Crohn y con colitis ulcerosa (Gophna et al., 2006) 

entre otros. 

4.3.  Técnicas basadas en análisis de perfiles electroforéticos 

 

4.3.1 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) y TGGE (Temperature 

Gradient Gel Electrophoresis) 

La electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (DGGE) permite separar 

moléculas de ADN de doble hebra de igual tamaño, según su temperatura de fusión (Tm), lo 

que está directamente relacionado con su secuencia (Fischer & Lerman, 1979; 1983; Myers 

et al., 1987). Se trata de geles de acrilamida con un gradiente creciente de urea-formamida. 

Como en una electroforesis convencional, las moléculas de ADN corren hacia el polo 

positivo, pero cada molécula se va a detener cuando la concentración de urea-formamida sea 

suficiente para producir su desnaturalización, de modo que al cambiar su estructura y dejar 

de ser soluble no podrá seguir avanzando entre los poros de la acrilamida. Las moléculas de 

ADN que se analicen por este sistema deben llevar adheridas en uno de sus extremos una 

secuencia rica en los nucleótidos G y C (GC-clamp) idéntica para todas ellas. De este modo, 

cuando las moléculas se desnaturalicen por efecto del gradiente, no llegaran a separarse 

totalmente las dos hebras y se detendrán (Figura 4). Esta metodología se aplicó en sus 

orígenes a estudios de mutaciones puntuales en genes humanos productoras de patologías 

(Myers et al., 1987; Borresen et al., 1988) ya que la técnica es capaz de separar moléculas 

de ADN que se diferencian en un solo nucleótido. 

La DGGE se utilizó por primera vez en Ecología Molecular, para el estudio de la 

población microbiana de sistemas tan complejos como tapetes y biopelículas por Muyzer et 

al. (1993). Para ello, se realizó la extracción del ADN genómico presente en las muestras. A 

partir de dicho ADN se procedió a la amplificación parcial de los genes de ARNr 16S con 

cebadores universales del dominio Bacteria. Los cebadores con los que se llevó a cabo la 

amplificación poseían en su extremo 5’ una secuencia rica en GC de unos 50 nucleótidos 

(GC-clamp). De este modo, los fragmentos de los genes de ARNr 16S de secuencias 

distintas resultantes podían ser separados y analizados por DGGE. Como resultado de la 

reacción de amplificación se obtuvo la mezcla de los genes del ARNr 16S de todas las 
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bacterias presentes en la muestra. Estos genes fueron separados mediante la DGGE. El 

resultado fue un patrón de bandas, donde cada banda correspondía al gen del ARNr 16S de 

un miembro de la población bacteriana (Figura 4). El número total de bandas era igual al 

número de componentes de dicha población. 

 

 

Figura 4. Comportamiento del ADN de doble hebra en contacto con los 

agentes desnaturalizantes del gel. R: Perfil de referencia; A: Microorganismo 

1; B: Microorganismo 2; C: Microorganismo 3; M y S: Muestras 

polimicrobianas procedentes de diferentes orígenes. 

 

Las aplicaciones de la técnica de PCR-DGGE son muy variadas, y entre ellas se ha 

estudiado la modificación de la microbiota intestinal tras la ingesta de antibióticos 

(McCracken et al., 2001; Donskey et al., 2003; Maccaferri et al., 2010), la dinámica de 

colonización bacteriana del tracto gastrointestinal en neonatos (Favier et al., 2002; Pozuelo 

et al., 2005), la diversidad bacteriana en pacientes con enfermedades inflamatorias 

intestinales o con enfermedad celiaca (Bibiloni et al., 2006; Sanz et al., 2007a; Di Cagno et 

al., 2009; Noor et al., 2010), los efectos de la incorporación de probióticos en la ingesta de 

humanos y animales (Temmerman et al., 2003; Tannock et al., 2004; Montesi et al., 2005; 

Garcia-Albiach et al., 2008) entre otros. 

La técnica de TGGE es similar al DGGE, pero el gradiente desnaturalizante se sustituye 

por un gradiente de temperatura en el gel (Rosenbaum & Riesner, 1987; Muyzer & Smalla, 

1998). Ambas técnicas (DGGE y TGGE), han facilitado el estudio de comunidades 

bacterianas pero también presentan una serie de limitaciones. En primer lugar, en la práctica 

únicamente permiten la detección de bacterias que se encuentren en concentraciones 
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superiores al 1% en la comunidad microbiana (Muyzer et al., 1993; Zoetendal et al., 1998) 

y, por lo tanto, sólo las bacterias dominantes están representadas. No obstante la utilización 

de cebadores específicos para determinados grupos o especies bacterianas puede aumentar 

notablemente el límite de detección. Gracias a estos cebadores específicos se han 

conseguido analizar poblaciones de bacterias minoritarias como son los lactobacilos en las 

heces (Walter et al., 2001) o las bifidobacterias en el tracto gastrointestinal (Satokari et al., 

2001b). Otro problema que puede surgir al analizar la diversidad microbiana mediante el 

análisis del ADNr 16S, es la presencia en algunas bacterias de múltiples operones con 

pequeñas variaciones en su secuencia que conducen a una sobreestimación del número de 

bacterias presentes en las muestras (Nubel et al., 1997; Satokari et al., 2001a). 

4.3.2 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Polimorfismos en la 

longitud de los fragmentos de restricción 

Esta técnica se basa en el análisis de restricción de los fragmentos amplificados (no se 

corresponde con la técnica clásica de RFLP en la que se utiliza la hibridación con sondas 

marcadas), también se le conoce como ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 

Analysis) cuando se amplifican secuencias de genes ribosomales 16S. Las secuencias de las 

diferentes especies presentan distintas dianas para enzimas de restricción, obteniéndose 

patrones de bandas de distinta longitud que pueden analizarse mediante electroforesis. De tal 

forma, que comunidades de bacterias diferentes darán lugar a patrones de bandas también 

diferentes.  

El número de bandas obtenidas no indica el número de organismos diferentes, por lo 

que este método no permite obtener una medida de la diversidad real de la muestra. No 

obstante, es un método adecuado para el análisis exploratorio de las colecciones de clones 

previo a la secuenciación de los mismos. De esta forma evitamos secuenciar clones que 

presenten patrones de restricción repetidos. 

Una modificación de los RFLP, es la técnica t-RFLP (Terminal-Restriction-Fragment 

Length Polymorphism). La diferencia radica en el empleo de cebadores marcados con 

fluorescencia en la PCR. Esto permitirá que una vez que se ha obtenido el perfil de bandas 

electroforéticas, y mediante excitación del compuesto fluorescente, se puedan identificar 

picos de fluorescencia que se correlacionarían con la abundancia de la secuencia. Esta 

técnica no permite la correlación entre cada pico y una especie de bacteria, ya que la 

separación de las bandas se realiza en función del tamaño de la secuencia. 
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Este método se ha utilizado para el estudio de poblaciones de la microbiota intestinal 

(Fairchild et al., 2005; Hayashi et al., 2005; Matsumoto et al., 2005; Dinoto et al., 2006; 

Dicksved et al., 2008). 

4.4.  PCR cuantitativa (qPCR) 

La PCR a tiempo real es otra técnica cuantitativa, que se puede emplear en el estudio de 

la composición de la microbiota del tracto gastrointestinal. Esta técnica se basa en la 

detección, en tiempo real de la amplificación de la PCR durante el desarrollo de cada ciclo, 

proporcionando un resultado en cada momento de tipo cuantitativo y una posterior 

interpretación y tratamiento estadístico. En cada ciclo, la señal aumenta exponencialmente 

pudiéndose comparar después con una recta de calibrado. Una de las principales ventajas de 

esta técnica, cuando se compara con otras técnicas cuantitativas como FISH, es que presenta 

un incremento en la precisión numérica (Gueimonde et al., 2004). 

Para la detección de los productos de qPCR se pueden emplear diferentes sistemas de 

marcaje con fluorescencia, como las sondas Taqman, los cebadores scorpions, las moléculas 

fluorescentes (molecular beacons), diversos fluoróforos específicos de ADN bicatenario 

como el SYBR Green I o cebadores fluorogénicos. Las sondas Taqman y el SYBR Green I 

son los sistemas más utilizados para cuantificar las diferentes variaciones cuantitativas en 

géneros bacterianos como Lactobacillus (De Palma et al., 2009), variaciones bacterianas por 

consumo de probióticos (Rochet et al., 2006; Lyra et al., 2010), el estudio de la microbiota 

intestinal (Matsuki et al., 2004; Mariat et al., 2009), estudio de enfermedades del tracto 

gastrointestinal (Rinttila et al., 2004; Collado et al., 2008; Ponnusamy et al., 2011) y las 

variaciones ecológicas ambientales (Liu et al., 2007). 

4.5. Metagenómica 

La metagenómica es una nueva aplicación de la Biología Molecular, que permite el 

estudio desde un punto de vista genómico de comunidades microbianas, a partir de ADN 

genómico extraído de muestras sin que hayan sido cultivadas en el laboratorio. El primer 

análisis metagenómico fue llevado a cabo en 1985 por Pace et al., que determinaron la 

diversidad microbiana mediante clonación del ADN extraído directamente de muestras 

ambientales complejas, pero pronto restricciones tecnológicas pusieron límite a los avances 

en este área. Recientemente, el desarrollo y abaratamiento de las tecnologías de 

secuenciación masiva como la pirosecuenciación (454 Life Sciences) o el método Shotgut 
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han permitido llevar a cabo la secuenciación de grandes cantidades de ADN. Sin embargo, la 

longitud de las secuencias que estas tecnologías producen es muy pequeña en comparación 

con los métodos tradicionales de secuenciación (Sanger). Esto supone un enorme problema 

cuando se intentan ensamblar las secuencias obtenidas, para así reconstruir secuencias 

lineales completas (contigs) y, con un poco de suerte, la secuencia lineal completa del 

cromosoma. Por tanto, cabe señalar que el esfuerzo computacional que requiere este análisis 

es enorme y, aunque se han observado avances, el ensamblaje automático dista mucho de ser 

perfecto y frecuentemente requiere la asistencia humana (Petrosino et al., 2009). 

Las ventajas principales de la metagenómica sobre las técnicas tradicionales de 

amplificación genética, son un menor sesgo taxonómico en la secuenciación, y la capacidad 

de analizar simultáneamente una misma comunidad desde un punto de vista taxonómico y 

funcional. Los estudios metagenómicos no sólo proporcionan una imagen de la composición 

de la microbiota intestinal, sino que también dan a conocer determinadas rutas metabólicas, 

como por ejemplo la síntesis de antibióticos o la biosíntesis de vitaminas (Rondon et al., 

2000; Entcheva et al., 2001), así como el descubrimiento de biocatalizadores como por 

ejemplo genes lipolíticos y enzimas degradadoras/modificadoras de polisacáridos (Rondon 

et al., 2000). En los últimos años, numerosas investigaciones han centrado su atención en el 

análisis metagenómico de la microbiota intestinal humana (Eckburg et al., 2005; Wang et 

al., 2005; Gill et al., 2006; Andersson et al., 2008; Ventura et al., 2009; Qin et al., 2010; 

Gosalbes et al., 2011). 
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La presencia de una bacteria de morfología bacilar anclada en la parte alta del intestino 

delgado de niños con EC, que no aparecía en individuos sanos, planteó por primera vez el 

posible papel de las bacterias en la patogénesis de la EC (Forsberg et al., 2004). En los 

últimos años, se ha descrito también la existencia de diferencias cuantitativas y cualitativas 

en la composición de la microbiota fecal y duodenal entre niños con EC e individuos control 

(Collado et al., 2007; Nadal et al., 2007; Sanz et al., 2007a), así como diferencias en los 

metabolitos derivados de la actividad microbiana del intestino de pacientes con EC, 

familiares de primer grado e individuos no enfermos celiacos (Tjellstrom et al., 2007). 

Teniendo en cuenta todas estas evidencias científicas, nos planteamos llevar a cabo un 

estudio comparativo de la microbiota intestinal en individuos no celiacos frente a pacientes 

diagnosticados con EC. 

Los objetivos que se plantearon al principio del trabajo fueron los siguientes: 

1- Estudio y comparación de la microbiota del intestino delgado proximal en individuos 

sanos y pacientes enfermos celiacos, tanto en estado activo como tratados. 

 

2- Comparar las variaciones de la microbiota tras el tratamiento de la enfermedad 

celiaca en estado activo. 

 

3- Determinar la influencia de la edad en la composición de la microbiota, tanto en 

individuos sanos como en celiacos. 

 

4- Evaluar la microbiota duodenal con actividad proteolítica frente al gluten de niños y 

adultos sanos, comparándola con pacientes enfermos celiacos, tanto activos como 

tratados. 

 

5- Estudio y comparación de la microbiota fecal de individuos adultos, tanto de sanos 

como de pacientes enfermos celiacos activos y tratados. 
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1. SUJETOS DE ESTUDIO Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

Se utilizaron muestras provenientes de tres tipos de individuos: pacientes controles no 

celiacos (No-EC), individuos celiacos activos (ECA) e individuos celiacos tratados (ECT) en 

dieta sin gluten (DSG). 

Al diagnóstico, todos los pacientes celiacos presentaban datos clínicos compatibles con 

la enfermedad, como serología positiva (anticuerpos antitransglutaminasa), genética positiva 

(HLA-DQ2/DQ8), y alteraciones histológicas en la mucosa de la biopsia duodenal. Al 

momento de la recogida de la muestra, todos los pacientes ECA presentaban alteraciones de 

la mucosa y una serología positiva. Por el contrario, los pacientes en DSG presentaban 

recuperación de la lesión histológica (Marsh 1-0), además de serología negativa desde al 

menos un año. Las muestras biológicas utilizadas fueron de dos tipos: explantes de mucosa 

intestinal obtenidos por biopsia y muestras fecales.  

En el caso de los individuos no enfermos celiacos, las muestras de biopsias duodenales 

fueron obtenidas de pacientes que fueron referidos a las consultas de gastroenterología 

debido a otras patologías intestinales (diarrea crónica, gastritis por Helicobacter, hernia de 

hiato, etc.). En todos los casos, el diagnóstico final fue de No-EC y en ningún caso 

presentaban alteraciones de la mucosa duodenal al momento de tomar la muestra. Las 

muestras fecales fueron obtenidas a partir de individuos voluntarios sanos que no 

presentaban enfermedades médicas, ni síntomas de enfermedades digestivas conocidas. 

Ninguno de los individuos incluidos en el estudio, fue tratado con antibióticos durante al 

menos un mes antes de la toma de las muestras. En todos los casos se obtuvo el 

consentimiento informado tanto de los padres de los niños, como de los pacientes adultos 

incluidos en el estudio a la toma de muestras. Los protocolos de estudio fueron aprobados 

por la Comisión de Ética del Hospital de León. 

1.1.  Muestras duodenales 

Se recogieron biopsias duodenales de niños y adultos procedentes de los Servicios de 

Gastroenterología Adulta y Pediátrica del Hospital de León por el Dr. Santiago Vivas. Todas 

las muestras fueron extraídas mediante endoscopia alta con biopsia de la 2ª-3ª porción 

duodenal. Se almacenaron en una solución de suero salino a -80ºC hasta su procesamiento. 

Para la construcción de las colecciones de clones de una región del ADNr 16S se incluyeron 

en el estudio: (1) 13 niños; 8 niños celiacos activos (ECAN) que llevaban a cabo una dieta 



Materiales y Métodos 

44 
 

normal conteniendo gluten (rango de edad comprendido entre 1-10 años, la edad media fue 

de 3,75 años) y 5 niños control sanos no enfermos celiacos (No-ECN) sin ninguna 

intolerancia alimentaria conocida (rango de edad comprendido entre 3-12 años, la edad 

media fue de 7,2 años). (2) 15 individuos adultos; 5 adultos celiacos activos no tratados 

(ECAA) (rango de edad comprendido entre 26-38 años, edad media 31,4 años); 5 enfermos 

celiacos tratados en DSG (ECTA) (rango de edad comprendido entre 16-21 años, edad media 

18,8 años) y 5 adultos control no celiacos (No-ECA) (rango de edad comprendido entre 15-

40 años, edad media 29,2 años) (Anexo 1).  

Los cultivos de la microbiota duodenal se realizaron sobre biopsias duodenales de 8 

individuos adultos no enfermos celiacos (No-ECA), 3 biopsias duodenales obtenidas a partir 

de pacientes adultos enfermos celiacos activos (ECAA), 5 biopsias procedentes de enfermos 

adultos celiacos tratados (ECTA), 2 biopsias duodenales de niños no enfermos celiacos (No-

ECN) y 6 biopsias duodenales de niños enfermos celiacos activos (ECAN) (Anexo 1). Todas 

estas muestras duodenales fueron diferentes a las empleadas en la construcción de las 

colecciones de clones de ADNr 16S. Aquí la muestra no fue congelada, sino que se procesó 

inmediatamente. 

1.2.  Muestras fecales 

En el estudio se incluyeron muestras fecales de 11 sujetos sanos voluntarios (No-ECA) 

(rango de edad comprendido entre 24-42 años, edad media 30,9 años), 10 individuos adultos 

celiacos activos (ECAA) (rango de edad comprendido entre 13-60 años, edad media 38,5 

años) y 11 pacientes adultos celiacos tratados en DSG (ECTA) (rango de edad comprendido 

entre 21-66 años, edad media 40,4 años) (Anexo 1). Todas las muestras fecales fueron 

homogenizadas, alicuotadas y congeladas a -80ºC, en un tiempo no superior a 3 horas tras la 

defecación. 

2. CEPAS BACTERIAS, VECTORES Y MEDIOS DE CULTIVO 

2.1. Cepas bacterianas 

StrataClone
TM

 SoloPack
®
 Competent cells (Stratagene). Cepa comercial de 

Escherichia coli utilizada en experimentos de transformación y amplificación de ADN 

plasmídico. Estas cepas son proporcionadas por el kit StrataClone PCR Cloning 

(Stratagene). Entre las características más destacables de estas cepas está la de presentar una 
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deleción en el gen Z del operón lac, esto permite la selección por color de aquellos 

transformantes portadores de un plásmido capaz de originar la α-complementación de dicha 

mutación. Además, son capaces de expresar la enzima Cre recombinasa y son resistentes a 

estreptomicina. 

Genotipo de esta cepa: F- ϕ80dT1rT5r LacΔM15 recA endA. 

2.2. Vectores 

pSC-A-amp/kan. Son plásmidos comercializados por Stratagene. Presentan un tamaño 

de 4,3 kb. Sus características principales son: 

 Contienen un fragmento del gen LacZ (subunidad α de la β-galactosidasa) capaz 

de complementar la mutación presente en la β-galactosidasa en algunas cepas de 

E. coli portadoras de la deleción LacΔM15 (proceso denominado α-

complementación), permitiendo la selección de los transformantes en los que se 

ha integrado el plásmido por la aparición del color azul al incubarlos en 

presencia de X-gal. 

 Además, estos plásmidos portan los genes de resistencia a la kanamicina y a la 

ampicilina.  

 Poseen el origen de replicación monocatenario del fago f1. 

 Presentan los sitios loxP que son reconocidos por la Cre recombinasa. 

 Contienen el origen de replicación del pUC. 

Este vector se comercializa como una mezcla de dos fragmentos de ADN, cada uno de 

los cuales presenta en uno de los extremos la Topoisomerasa I covalentemente unida al 

vector y una uridina terminal modificada (U*); en el otro extremo contiene la secuencia 

loxP. Los productos de PCR originados por la Taq polimerasa, que contienen colas 3’-

adenosina, son eficientemente ligados al vector en una reacción de ligación, a través de la 

unión A-U*, seguida por la ligación de ambos brazos por la topoisomerasa I. La molécula 

linear resultante (vector
ori

-producto de PCR-vector
amp/kan

) es transformada en el interior de 

células competentes capaces de expresar la Cre recombinasa. Esta enzima es capaz de 

reconocer los sitios loxP y llevar acabo la recombinación de ambos, dando lugar a una 

molécula de ADN circular (pSC-A-amp/kan, Figura 1). 
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Figura 1. Mecanismo de acción del StrataClone PCR cloning (Stratagene) 

 

2.3. Medios de cultivo 

2.3.1. Medios de cultivo para Escherichia coli 

Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972). Se empleó como medio general para el 

crecimiento de E. coli. Composición: 

Bactotriptona 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl 10 g 

Agua destilada hasta 1 litro. 

 

Se ajustó el pH a un valor de 7,5 con NaOH 10M. Para su uso como medio sólido se 

añaden 20 g de agar por litro. Se esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 121º C. 
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Medio TB (Terrific Broth) (Maniatis et al., 1982). Medio tamponado y enriquecido 

para la propagación de E. coli. Formulado específicamente para incrementar el rendimiento 

de ADN plasmídico obtenido de transformantes de E. coli. 

Bactotriptona 12 g 

Extracto de levadura 24 g 

Glicerol 4 mL 

 

Se añadió agua destilada hasta 900 mL. Se esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 

121º C. Antes de su utilización, se mezcló con 100 mL de una solución estéril de KH2PO4 

170 mM y K2HPO4 720 mM. 

2.3.2. Medios de cultivo empleados con microorganismos aislados a partir de 

biopsias duodenales 

 

MCB (medio de cultivo de biopsias) (diseñado en nuestro laboratorio). Las cantidades 

vienen especificadas para 100 mL de medio. 

 

K2HPO4 1 % 

KH2PO4 1 % 

CaCl2 2 mM 

ZnSO4 2 mM 

Glucosa 2 % 

Tween 80 0,1 % (v/v) 

FeCl3 20 µM 

Gluten 3 % 

Digerido de gluten* 0,5 % 

Agua destilada hasta 100 mL 

 

Presenta un pH de 6,5. Se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a 121ºC. Para 

medio sólido se añadió agar al 1,5%. 

 

*Digerido de gluten 3% (100mL): 3 g de gluten se digieren con 1 g de pepsina a pH 2 

ajustado con HCl 10M. La mezcla se incuba durante 2h a 37ºC con agitación 250 rpm. 

Seguidamente se eleva el pH a 6,5 con NaOH 1M y posteriormente se esteriliza en el 

autoclave durante 20 minutos. 



Materiales y Métodos 

48 
 

Medio TSB (Tryptic Soy Broth). Se trata de un medio líquido compuesto por un 

digerido de soja y caseína utilizado para el cultivo de microorganismos. 

 

Peptona de caseína 20 g 

Peptona de soja 5 g 

Glucosa 2,5 g 

NaCl 6 g 

K2HPO4 2,5 g 

Agua destiladahasta  1 litro 

pH 7,5 

 

Para medio sólido se añadió agar al 2% 

 

Medio para el estudio de la actividad proteolítica. Es un medio diseñado en nuestro 

laboratorio para medir la actividad proteolítica de los microorganismos aislados a partir del 

cultivo de biopsias, frente a diferentes sustratos proteicos. La medición de la actividad se 

llevo a cabo mediante bioensayo.  

 

K2HPO4 1 % 

KH2PO4 1 % 

CaCl2 2 mM 

ZnSO4 2 mM 

Glucosa 2 % 

Tween 80 0,1 % (v/v) 

Proteína* 3 % 

Agua destilada hasta 100 mL 

pH 6,5 

 

*Proteína:  

 Si la proteína es el gluten, el medio se denominó GluM (medio con gluten) 

 Si la proteína es la gelatina, se le denominó GelM (medio con gelatina) 

 Si la proteína es la caseína, se denominó CasM (medio con caseína) 
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3. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS 

3.1. Cultivo y mantenimiento de Escherichia coli 

Para el crecimiento de esta bacteria en medio sólido, se utilizó habitualmente el medio 

LB. El crecimiento en medio líquido se realizó tanto en medio LB como en medio TB. 

Incubándose a 37º C durante 24 h. 

Las cepas de E. coli se conservaron a una temperatura de 4º C, en placas petri selladas 

con Parafilm
®

 durante un mes como máximo. Para períodos más largos se prepararon 

suspensiones de las mismas con una concentración final de glicerol del 50% (v/v), que se 

conservaron a -80º C. 

3.2.  Cultivo y mantenimiento de los microorganismos aislados a partir 

de biopsias duodenales 

Para el aislamiento de los microorganismos a partir del cultivo de biopsias se empleó el 

medio líquido MCB. La biopsia se inoculó en un matraz con 10 mL de medio de cultivo y se 

incubó durante 48 h a 37ºC con agitación (100 rpm) en condiciones microóxicas. Para 

generar estas condiciones, se emplearon los sobres CampyGen (Oxoid) cuyo componente 

activo es el ácido ascórbico y una jarra de anaerobios (Sigma-Aldrich).  

Transcurrido ese tiempo, se plaquearon diluciones seriadas del cultivo en placas que 

contenían medio MCB sólido. Como diluyente se empleo NaCl (0,9%). Después de incubar 

estas diluciones durante 48 h a 37ºC en condiciones microóxicas, se aislaron varias colonias 

de cada morfología distinta. Seguidamente, se hicieron varios pases de cada uno de los 

aislamientos hasta obtener colonias aisladas, que posteriormente fueron identificadas 

molecularmente. 

Las cepas aisladas se conservaron a una temperatura de 4º C, en placas petri selladas 

con Parafilm
®

 durante un mes como máximo. O durante períodos más largos se almacenaron 

congeladas a una temperatura de -80ºC, para ello se las creció en medio TSB o MCB líquido 

en condiciones microóxicas hasta alcanzar la fase estacionaria, se centrifugó y el pellet se 

resuspendió en 500 µL de glicerol al 50%. 

 



Materiales y Métodos 

50 
 

4. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO 

 

4.1. Extracción de ADN de biopsias duodenales 

Se siguió el protocolo de extracción del ADN genómico del Kit NucleoSpin® Tissue XS 

(Macherey-Nagel). Este kit está diseñado para el aislamiento eficiente de ADN genómico a 

partir de muestras de pequeño tamaño tales como tejidos, bacterias, restos de sangre, etc, ya 

que permite la elución en volúmenes muy pequeños (5-30 µL) dando lugar a un ADN 

altamente concentrado. 

1. Se pesa la biopsia y se coloca en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Para un peso 

aproximado de 2,5 mg se añaden 80 µL de tampón T1 y 8 µL de proteinasa K. 

2. Se incuba a 65ºC (1-4 h) hasta que se lisen completamente las células. Durante la 

incubación, se mezcla con el vórtex varias veces. 

3. Se añaden 80 µL de tampón B3, se mezcla con el vórtex dos veces durante 5 

segundos y la mezcla se incuba a 70ºC durante 5 minutos. 

4. Se añaden 80 µL de etanol (96-100%) al lisado y se mezclan bien con el vórtex. 

5. Cada muestra se transfiere a una columna NucleoSpin® Tissue XS y se centrifuga a 

11.000 xg durante un minuto. Se desecha el sobrenadante que pasa a través de la 

columna y esta se coloca sobre un tubo nuevo de 2 mL. 

6. A continuación se llevan a cabo una serie de lavados sobre la propia columna. Se 

añaden 50 µL del tampón B5 sobre la membrana de la columna y se centrifuga 

durante un minuto a 11.000 xg. Se hace un segundo lavado añadiendo de nuevo 50 

µL de tampón B5 directamente sobre la membrana de la columna y esta vez se 

centrifuga durante 2 minutos a 11.000 xg. 

7. Se coloca la columna sobre un tubo eppendorf nuevo de 1,5 mL y se añaden 30 µL 

del tampón BE directamente sobre la membrana de la columna. Se centrifuga 1 

minuto a 11.000 xg. 

8. Se elimina la columna y en el tubo eppendorf queda el ADN que ya está preparado 

para ser utilizado en otras aplicaciones. 

9. Se almacena el ADN congelado a -20ºC. 
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4.2. Extracción de ADN genómico de cultivos bacterianos 

Se empleó el kit SpeedTools Tissue DNA Extraction (Biotools):  

1- Se recuperan las células mediante centrifugación a 8.000 xg durante 5 minutos a 

partir de 1 mL de cultivo bacteriano. 

2- El pellet se resuspende en 180 µL de tampón BT1 pipeteando arriba y abajo. A 

continuación se añaden 25 µL de proteinasa K. La muestra se mezcla con el vórtex 

de forma vigorosa y se incuba a 56ºC hasta que se obtenga una lisis completa (1-3h). 

Se mezcla con el vórtex ocasionalmente durante el periodo de incubación. (Algunas 

cepas como las Gram-positivas son más difíciles de lisar. En estos casos se pre-

incuba la muestra con enzimas líticas. Se resuspende el pellet en lugar de en el 

tampón BT en el siguiente tampón: 20mM Tris/HCl; 2 mM EDTA; 1% Tritón X-

100; pH 8 suplementado con 20 mg/mL de lisozima. Se incuba a 37ºC durante 30-

60 minutos). 

3- Se mezcla la muestra con el vórtex. Se añaden 200 µL de tampón BB3 de lisis. Se 

mezcla de nuevo con el vórtex de forma vigorosa la muestra (10-20 segundos) y se 

incuba a 70ºC durante 10 minutos. Se mezcla con el vórtex brevemente. 

4- Se añaden 210 µL de etanol (96-100%) al lisado y se mezcla bien usando el vórtex. 

5- Se carga el lisado en una columna. Se centrifuga 1 minuto a 11.000 xg. Se deshecha 

el tubo con el filtrado. 

6- Se llevan a cabo dos lavados de la membrana de sílica del filtro. Un primer lavado se 

añaden 500 µL de tampón BBW. Se centrifuga 1 minuto a 11.000 xg. Se deshecha 

el tubo y el filtrado. El segundo lavado, se añaden 600 µL de tampón BB5 y se 

centrifuga de nuevo 1 minuto a 11.000 xg. Se deshecha el tubo y el filtrado. 

7- Se elimina el etanol residual, para ello se coloca la columna en un microtubo de 1,5 

mL y se centrifuga durante 1 minuto a 11.000 xg. 

8- Para la elución del ADN puro se añaden 100 µL de tampón BBE precalentado a 70ºC 

directamente en la membrana. Se incuba a temperatura ambiente durante 1 minuto y 

seguidamente se centrifuga 1 minuto a 11.000 xg. El eluido contiene el ADN puro 

de la muestra. 
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4.3. Extracción de ADN de heces 

Se siguió el protocolo de extracción del kit QIAamp DNA Stool Mini (Qiagen):  

1- Se pesan entre 180-220 mg de heces en un tubo de microcentrífuga de 2 mL y 

seguidamente se coloca el tubo en hielo. 

2- Se añaden 1,4 mL del tampón ASL a cada muestra de heces. Se mezcla con el vórtex 

durante un 1 minuto o hasta que la muestra esté perfectamente homogeneizada. 

3- Se calienta la suspensión durante 5 minutos a 70ºC. 

4- Se mezcla con el vórtex durante 15 segundos y a continuación se centrifuga la 

muestra a la máxima velocidad durante 1 minuto. 

5- Se recupera el sobrenadante (aproximadamente 1,2 mL) y se coloca en un tubo 

nuevo de 2 mL y se descarta el pellet. 

6- Se añade una pastilla InhibitEX proporcionada por el kit e inmediatamente se mezcla 

con el vórtex durante 1 minuto o hasta que la pastilla este completamente disuelta. 

Se incuba la suspensión durante 1 minuto a temperatura ambiente para permitir que 

los inhibidores sean absorbidos por la matriz del InhibitEX. 

7- Se centrifuga a la máxima velocidad durante 3 minutos para eliminar en el pellet los 

inhibidores presentes en las heces. 

8- Se recupera el sobrenadante en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL y se vuelve a 

centrifugar de nuevo durante 3 minutos. 

9- Se añaden 15 µL de proteinasa K a 200 µL del sobrenadante obtenido en el paso 

anterior. 

10- Se añaden 200 µL de tampón AL y se mezcla durante 15 segundos. 

11- Se incuba a 70ºC durante 10 minutos. 

12- Se añaden 200 µL de etanol (96-100%) al lisado, y se mezcla con el vórtex. 

13- Se transfiere todo el lisado a una columna de purificación proporcionada por el kit. 

Se centrifuga a la máxima velocidad durante 1 minuto. A continuación se coloca el 

filtro en una nueva columna y se descarta el tubo que contiene el filtrado. 

14- Se añaden 500 µL de tampón AW1 y se centrifuga durante 1 minuto. De nuevo se 

coloca el filtro en una nueva columna. 

15- Se añaden 500 µL de tampón AW2 y se centrifuga durante 3 minutos. Se descarta 

también el tubo conteniendo el filtrado. 

16- Finalmente, se coloca el filtro en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. 

Cuidadosamente sobre el filtro se depositan 200 µL de tampón AE directamente 
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sobre la membrana del filtro. Se incuba durante 1 minuto a temperatura ambiente y a 

continuación se centrifuga durante 1 minuto el ADN eluido. 

 

4.4. Cuantificación de los ácidos nucleicos 

La cuantificación de los ácidos nucleicos se realizó espectrofotométricamente. El ADN 

se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotómetro 

(NanoDrop ND-1000, Biocompare). Este sistema permite medir la concentración de ADN 

expresada en ng/µL a partir de un volumen de muestra de 1,5 µL. Al mismo tiempo mide los 

ratios de absorbancia entre 230/260 nm y 260/280 nm que permiten evaluar la pureza del 

ADN cuantificado.  

En ocasiones, la cuantificación se hizo por electroforesis en geles de agarosa 

empleando marcadores de peso molecular de concentración conocida. 

5. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

5.1. PCR  

 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un método simple y muy sencillo 

descrito inicialmente por Mullis & Faloona (1987), que permite la amplificación in vitro de 

fragmentos de ADN, en una serie de incubaciones a distintas temperaturas. 

Mediante esta técnica, los fragmentos de ADN codificante para el ARNr 16S han sido 

amplificados utilizando la rTaq polimerasa (GE Healthcare) y un termociclador de Biometra, 

modelo TProfessional Gradient. Para ello se emplearon los cebadores universales F968 y 

R1401 para llevar a cabo la construcción de colecciones de clones y los cebadores 27F y 

E939R para la identificación molecular de los microorganismos aislados a partir del cultivo 

de biopsia (Tabla 1). Los oligonucleótidos empleados en este trabajo fueron suministrados 

por Isogen Life Science. 
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Cebador Secuencia (5’-3’) 

Tamaño 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de anillamiento 

(ºC) 

27F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 
912 42 

E939R CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 

F968 GAACGCGAAGAACCTTAC 
433 47 

R1401 GGTGTGTAACAAGACCC 

Tabla 1. Descripción de los oligonucleótidos empleados para el ensayo de PCR. 

 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 µL. Los componentes y 

las concentraciones de los mismos empleadas en la reacción de PCR se muestran en la Tabla 

2.  

Componentes Volumen Concentración final 

10x PCR tampón 2,5 μL 1x 

10 mM dNTP mezcla 0,5 μL 0,2 mM de cada dNTP 

10 μM cebador directo 0,25-2,5 μL 0,1-1,0 μM 

10 μM cebador reverso 0,25-2,5 μL 0,1-1,0 μM 

DNA molde 50 ng Según sea necesario, <500 ng 

rTaq polimerasa 

(5 unidades/μL) 
0,2 µL 0,04 unidades/µL 

Agua miliQ Hasta 25 μL NA 

Tabla 2. Componentes y concentraciones para la reacción de PCR en un 

volumen final de 25 µL empleando la enzima rTaq polimerasa. 

 

La PCR se inició con una desnaturalización a 94ºC durante 4 minutos, y a partir de aquí 

se llevaron a cabo 30 ciclos con las siguientes temperaturas: desnaturalización del ADN a 

94ºC durante 30 segundos, hibridación de las cadenas de ADN a 47ºC o 42ºC (Tabla 1), 30 

segundos y 1 minuto a 72ºC. Tras los 30 ciclos de amplificación se mantuvo la muestra a 

72ºC durante 7 minutos para finalizar la extensión de las cadenas. 

5.2. Reacciones de PCR-DGGE 

Para llevar a cabo la electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE), las reacciones 

de PCR previas se realizaron utilizando las parejas de cebadores descritos en la Tabla 3, que 

presentan la peculiaridad de que uno de los oligonucleótidos porta una cola de GC en el 

extremo 5’ (GC-clamp). 

Se empleó la pareja de oligonucleótidos HDA1GC y HDA2 que amplifican la región V3 

del ADNr 16S y la pareja de cebadores F968GC y R1401 que amplifican la región V6-V8 

del ADNr 16S (Anexo 2). Se usó el kit comercial iProof High-Fidelity Master Mix (BioRad) 

que permite la amplificación de moldes con alto contenido GC o con estructuras secundarias 
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complejas. El programa de PCR que se utilizó para este kit consistió en una 

desnaturalización inicial de 98ºC durante 30 segundos y a partir de aquí 30 ciclos con las 

siguientes temperaturas: 98ºC durante 10 segundos, 56ºC o 55ºC durante 30 segundos y 

72ºC, 30 segundos. El programa de PCR finalizó con una extensión a 72ºC durante 10 

minutos.  

Por otro lado se emplearon oligonucleótidos específicos de grupos (Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Clostridium y Bacteroides) ya descritos en la bibliografía (Tabla 3). La 

reacción de amplificación con estos cebadores se llevó a cabo con la enzima rTaq 

polimerasa (GE Healthcare) siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado anterior. 

Cebador Secuencia (5’-3’) 

Tamaño 

producto 

(pb) 

Tª 

anillamiento 

(ºC) 

Gradiente 

(%) 
Grupo bacteriano Referencia 

HDA1GC GCclamp*-ACTCCTACGGG 
AGGCAGCAGT 

200 56 35-55 Bacteria 
(Walter et 
al., 2000) HDA2 GTATTACCGCGGCTGCTG

GCAC 

F968GC GCclamp-AACGCGAAGAA 
CCT 489 55 40-60 Bacteria 

(Matsuki 
et al., 
1998) R1401 CGGTGTGTACAAGACCC 

Lac1 AGCAGTAGGGAATCTTC
CA 

380 61 30-50 
grupo 

Lactobacillus  

(Sanz et 
al., 2007a) Lac2 GCclamp-ATTYCACCGCT 

ACACATG 

g-BifidF CTCCTGGAAACGGGTGG 
596 58 45-55 Bifidobacterium 

(Di Cagno 
et al., 
2009) 

g-BifidR-

GC 

GCclamp-GGTGTTCTTCCC 
GATATCTACA 

g-CcocF AAATGACGGTACCTGAC
TAA 

440 50 40-55 Clostridium 

(Di Cagno 
et al., 
2009) 

g-CcocR GCclamp-CTTTGAGTTTCA 
TTCTTGCGAA 

Bfra531-f ATACGGAGGATCCGAGC
GTTA 

293 60 25-45 Bacteroides 

(Sánchez 
et al., 
2010) Bfra766-

r-GC 

GCclamp** -CTGTTTGATA 
CCCACACT 

       

GC-clamp: CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC                                                                                                         

GC-clamp*: GCCGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCACGGGGGG                                                                                                                      

GC-clamp**: GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG 

Tabla 3. Cebadores empleados para las reacciones de PCR-DGGE. 

 

 

6. ELECTROFORESIS DE ADN 

6.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

Las condiciones de electroforesis para separar moléculas de ADN en geles de agarosa se 

basan en las descritas previamente por Maniatis et al. (1982) y Sambrook et al. (1989). Para 

la preparación del gel, se utilizó agarosa D1-electroendosmosis media (Pronadisa) a 
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diferentes porcentajes (desde 0,8 hasta 2% dependiendo del tamaño de los fragmentos a 

separar), y TAE 1x como tampón y disolvente de la agarosa. 

Las muestras de ADN se prepararon añadiendo tampón de carga 6x. Una vez cargadas 

en el gel, se lleva a cabo la electroforesis en tampón TAE 1x aplicando un voltaje 

aproximado de 5 V por cm
2
 de la cubeta. Finalizada la electroforesis, el gel se tiñe con 

bromuro de etidio durante 15-20 minutos. El bromuro de etidio es un agente que se intercala 

en la doble hélice de ADN, permitiendo que éste se haga visible cuando incide sobre él la 

luz ultravioleta. 

El tamaño de las bandas de ADN en los geles de agarosa se estimó por comparación con 

varios marcadores de peso molecular. A continuación, se citan algunos de ellos y el tamaño 

de las bandas que los componen: 

 ʎ/HindIII: 23.130; 9.416; 6.557; 4.361; 2.322; 2.027; 564; 125 pb. 

 ʎ/PstI: 11.509; 5.080; 4.649; 4.505; 2.840;2.577; 2.454; 2.443; 2.140; 1.980; 1.700; 

805; 516; 467; 448; 339; 265; 247; 210 pb. 

TAE 50X: 242 g de Tris-HCl; 100 mL de EDTA 0,5 M; pH 8,0; 57,1 mL de ácido acético y agua destilada 

hasta 1 litro. 

Tampón de carga 6X: Sacarosa 40% (p/v); azul de bromofenol 0,25% (p/v) y xileno cianol 0,25% (p/v). 

Bromuro de etidio: solución 10 mg/mL en agua. Se conserva a 4º C. Teñir entre 5-30 minutos. 

 

6.2. Electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (DGGE) 

6.2.1. Elaboración de los geles 

La preparación de las soluciones desnaturalizantes de acrilamida con diferentes 

concentraciones de urea y formamida se realizó a partir de la combinación de dos soluciones 

cuya composición se indica en la Tabla 4. 

 

Reactivos Solución al 0% Solución al 100% 

Acrilamida/Bisacrilamida 

(30%)  
27 mL (8%) / 33 mL (10%) 27 mL (8%) / 33 mL (10%) 

TAE 50x 2 mL 2 mL 

Formamida deionizada  ---- 40 mL 

Urea  ---- 42 g 

Agua destilada Hasta 100 mL Hasta 100 mL 

Tabla 4. Componentes empleados en la elaboración de las soluciones 0% y 100% desnaturalizantes 
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Para soluciones desnaturalizantes menores del 100%, se emplean los mismos volúmenes 

de acrilamida, TAE 50x y agua destilada descritos anteriormente (Tabla 4), lo que varía es la 

cantidad de urea y formamida en función del porcentaje de la solución (Tabla 5).  

Tabla 5. Volumen y cantidad de formamida y urea que es necesario añadir para soluciones 

desnaturalizantes menores del 100%. 

 

Ambas soluciones una vez preparadas se desgasifican durante 10-15 minutos. Se filtran 

a través de un filtro de 0,45 μm. Y finalmente se guardan a 4ºC (en una botella oscura hasta 

un mes). 

Para realizar la polimerización de la acrilamida se añadieron 50 L de persulfato 

amónico (Sigma-Aldrich) al 10% y 18 L de TEMED (N,N,N´N´- tetrametiletilendiamina) 

(Sigma-Aldrich). Se deja polimerizar aproximadamente durante una hora y media a 

temperatura ambiente. 

Los gradientes formados dependieron de los tamaños de los productos amplificados a 

separar (Tabla 3). La correcta formación del gradiente en el gel, se comprobó añadiendo 

100 µL del reactivo DCode dye solution por cada 5 mL de solución de alta concentración de 

urea y formamida. 

Solución Dcode Dye: Azul de bromofenol 0,5%; Xileno Cianol 0,5%, y TAE 1x 10 mL. 

 

6.2.2. Electroforesis del ADN en geles en gradiente desnaturalizante 

La electroforesis de los productos de PCR en geles en gradiente desnaturalizante se 

realizó en el aparato DCode Universal Mutation Detection System (BioRad) con una fuente 

de alimentación Power Pac 300 (BioRad). Como tampón de electroforesis se empleó TAE 

1x a una temperatura constante de 60º C durante 15-16 h a 70 V. El volumen de las 

muestras cargadas en el gel fue variable dependiendo de su concentración, añadiéndose el 

mismo volumen de tampón de carga 2x Gel Loading Dye que de muestra de PCR. 

Transcurrido ese tiempo el gel se tiñó con bromuro de etidio (10 mg/mL) durante 10-

15 minutos y seguidamente se destiñó en TAE 1x durante 5-20 minutos dos veces 

Sol. Desnat. 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 

Formamida (mL) 4 8 12 16 20 24 28 32 36 

Urea (g) 4,2 8,4 12,6 16,8 21 25,2 29,4 33,6 37,8 
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consecutivas. Una vez teñido el gel se visualizó bajo un transiluminador y se fotografió 

(Quantityone, GelDoc).  

2x Gel Loading Dye: Azul de bromofenol 0,05%; Xileno cianol 0,05%; glicerol 70% y agua destilada hasta 10 

mL. 

 

6.2.3. Extracción de bandas para su secuenciación 

Las bandas de interés fueron cortadas del gel de poliacrilamida con un cubre estéril bajo 

luz ultravioleta e incubadas en 20 µL de agua milliQ estéril a 4ºC durante toda la noche. 

Alícuotas de 5 µL fueron empleadas como molde en una reacción de PCR. Se llevó a cabo la 

reamplificación de la región ribosomal con el par de oligonucleótidos correspondiente pero 

sin portar la cola de poli-GC en el oligonucleótido correspondiente. Los fragmentos 

reamplificados fueron purificados y clonados con el sistema StrataClone PCR Cloning para 

posteriormente ser secuenciados. 

 

7. TRANSFORMACIÓN Y OBTENCIÓN DE ADN PLASMÍDICO DE 

Escherichia coli. 

7.1 . Reacciones de ligación 

Una vez amplificados los fragmentos de las distintas especies presentes en la muestra, 

se procede a la ligación de los amplificados. Se empleó el Kit comercial StrataClone PCR 

Cloning (Stratagene). Se preparó la reacción de ligación mezclando en orden las siguientes 

cantidades: 3 µL del tampón StrataClone Cloning, 2 µL del producto de PCR (5-50 ng), 1 

µL del vector StrataClone amp/kan. La mezcla se incubó durante 5 minutos a temperatura 

ambiente y a continuación se colocó en hielo. 

7.2 . Transformación de E.coli 

Los productos de la reacción de ligación se transformaron en células químicamente 

competentes de E.coli (StrataClone
TM

 SoloPack
®

 Competent cells). Se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo del kit comercial StrataClone PCR Cloning (Stratagene). 

1. Se descongelan las células competentes lentamente en hielo durante unos 5 minutos. 

Una vez descongeladas, se mezcla el contenido de ese vial con 1 µL de la reacción 
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de ligación. La mezcla se incuba en hielo durante 20 minutos. Durante este periodo 

de incubación, se precalienta el medio LB a 42ºC. 

2. Se da un choque térmico a las células en un baño a 42ºC sin agitación durante 45 

segundos. A continuación se enfría rápidamente la mezcla en hielo durante 2 

minutos. 

3. Se añaden 250 µL de medio LB precalentado a la mezcla de reacción de 

transformación. Y se incuba a 37ºC con agitación (250 rpm) durante 60 minutos. 

4. Se siembra una alícuota de cada transformación en placas de petri con medio LB a 

las que se les ha añadido el antibiótico de selección adecuado y X-gal. 

5.  Se incuban las placas a 37º C durante toda la noche. 

 

Kanamicina (kan): el stock se preparó a una concentración de 50 mg/mL en agua y para la selección de 
bacterias portadoras del plásmido con resistencia a este antibiótico, se añadió a una concentración de 50 

µg/mL. 

 

X-gal: se preparó a una concentración de 25 mg/mL en dimetilformamida y en los experimentos de 

transformación de E.coli se utilizó a una concentración de 40 µg/mL. 

 

 

7.3. Extracción de ADN plasmídico de E. coli: Minipreparaciones 

Se siguió un método basado en el protocolo descrito por Holmes & Quigley (1981). 

 

1. Se inocula una colonia aislada de E.coli en 1 mL de medio TB, suplementado con el 

antibiótico adecuado. Después se incuba a 37º C con agitación (250 rpm) durante al 

menos, 6 horas. 

2. Se recogen las células por centrifugación a 10.000 rpm durante 2 minutos. El 

precipitado se resuspende en 350 µL de STET y se añaden en la tapa del tubo 

eppendorf 10 µL de solución de lisozima (a una concentración de 10 mg/mL disuelta 

en agua). 

3. Se mezclan durante un minuto con el vórtex para que se resuspenda bien el 

precipitado y seguidamente se hierve durante 45 segundos. Las proteínas y el ADN 

cromosómico se precipitan por centrifugación a 14.000 rpm durante 10 minutos. 

4. Se elimina el precipitado obtenido (restos celulares y ADN cromosómico) con un 

palillo estéril y el sobrenadante se precipita con 1/10 de acetato sódico 3 M, pH 5,2 y 

un volumen de isopropanol. Se mezclan y se mantienen a temperatura ambiente 

durante 10 minutos. 
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5. Se centrifuga a 14.000 rpm durante 5 minutos y se lava el precipitado resultante con 

etanol al 70%. Se seca el precipitado y se resuspende en 30 µL de TE. Se usan 2 µL 

del total para el análisis por digestión de endonucleasas de restricción. 

 

 STET: Sacarosa 8% (p/v), Triton X-100 0,5% (v/v), Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 50 mM 

 Tampón TE: Tris-HCl 10 mM, pH 8; EDTA 1mM, pH 8. 

 

7.4. Digestión del ADN con enzimas de restricción 

Las enzimas de restricción fueron empleadas siguiendo las recomendaciones de los 

proveedores (Roche y Fermentas). Cada una de ellas tiene unas condiciones óptimas de 

digestión en lo que se refiere a temperatura de incubación, concentración de sales y pH. 

Como norma general, el volumen de enzima añadido a la mezcla de digestión no debe de 

superar 1/10 de volumen total, esto es debido a la alta concentración de glicerol de las 

soluciones de almacenamiento que podrían inhibir la actividad enzimática, si el volumen 

añadido es elevado. Asimismo, es muy conveniente que el ADN esté lo suficientemente 

diluido y limpio con el fin de no alterar las condiciones de reacción.  

El esquema general de una digestión con enzimas de restricción: 

1. Se mezcla en un tubo eppendorf: 

- 1/10 del volumen total de digestión, de tampón 10x. 

- n μg de ADN disuelto en agua miliQ o en tampón TE (si el ADN está disuelto en 

tampón TE, se recomienda que el volumen utilizado en la mezcla no supere la 

décima parte del total de la reacción, para evitar modificar las características del 

tampón de digestión). 

- 2x unidades de enzima. 

- Agua destilada estéril hasta completar el volumen de digestión. 

2. Se incuba a la temperatura recomendada durante 2-3 horas. 
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7.5. Purificación de ADN plasmídico para secuenciación 

Se llevó a cabo siguiendo el protocolo del kit Illustra plasmidPrep Mini Spin (GE 

Healthcare). 

1. Se inocula una colonia de un transformante de E. coli en 1,5 mL de medio TB 

suplementado con el antibiótico adecuado, se incuba a 37º C con agitación (250 rpm) 

durante un mínimo de 6 h. (Para conseguir un rendimiento más alto se prepara un 

cultivo de 3 mL). 

2. Se centrifuga a la máxima velocidad (~16.000 xg) durante 30 segundos. Se descarta 

el sobrenadante y se vuelve otra vez a centrifugar. Se elimina cuidadosamente todo el 

sobrenadante con una pipeta.  

3. El pellet se resuspende en 200 μL de la solución I utilizando el vórtex. 

4. Se añaden a continuación 200 μL de la solución II y se mezcla inmediatamente por 

inversión (aproximadamente unas 5 veces) hasta que la solución se convierta en clara 

y viscosa (La reacción de lisis no debe de exceder más de 5 minutos). 

5. El siguiente paso es la neutralización. Se añaden 400 μL de la solución III y se 

mezcla inmediatamente por inversión (~ 10 veces) hasta que el precipitado esté 

totalmente homogeneizado para así asegurar un aislamiento del plámido puro y de 

alto rendimiento. 

6. Se centrifuga a la máxima velocidad (~16.000 xg) durante 4 minutos. 

7. Se transfiere cuidadosamente el sobrenadante a una columna de purificación 

preparada y se coloca la columna en un tubo eppendorf (es importante evitar 

transferir restos celulares a la columna ya que puede afectar a la pureza del 

aislamiento del plásmido). Se centrifuga a la máxima velocidad durante 30 segundos. 

Se vacía el líquido del tubo eppendorf. 

8. Lavado (opcional). Cuando se emplean cepas de E. coli que contienen el gen EndA
+ 

tipo silvestre es necesario realizar un lavado adicional con 400 μL de la solución III. 

Se centrifuga a la máxima velocidad durante 30 segundos y se desecha el fluido que 

pasa a través de la columna. Este paso es necesario para eliminar nucleasas 

potenciales y contaminación de carbohidratos. 

9. Se añaden 400 μL de la solución de lavado etanólica y se centrifuga a la máxima 

velocidad durante 1 minuto. Cuidadosamente se descarta el fluido que pasa a través 
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de la columna. No debe quedar ningún resto de etanol, por tanto es recomendable 

volver a centrifugar durante 30 segundos. 

10. Se transfiere la columna de purificación a un tubo eppendorf nuevo y se añaden 100 

μL del tampón de elución directamente en el centro de la columna. Se incuba durante 

30 segundos y seguidamente se centrifuga a la máxima velocidad durante 30 

segundos.  

8. SECUENCIACIÓN DEL ADN 

La secuenciación de los insertos de los clones seleccionados se ha realizado utilizando 

los servicios de secuenciación automática del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la 

Universidad de León (http://www.unileon.es/investigación/ltiir/lti.htm). 

En las reacciones de secuenciación se usaron entre 300-500 ng de ADN plasmídico (en 

un volumen de 5-15 µL de tampón de elución del kit Illustra plasmidPrep Mini Spin), 

utilizando el kit Thermo Sequenase Y Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing 

(Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo con las especificaciones indicadas por el 

fabricante, en un secuenciador automático (MEGABACE 500, Amersham Bioscience). 

Las secuencias de ADN, una vez obtenidas, fueron editadas y revisadas con la ayuda de 

dos programas informáticos: por un lado el programa BioEdit (Biological sequence 

alignment editor para winXP, Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA) que proporciona 

cromatogramas de las secuencias obtenidas del Servicio de Secuenciación de la Universidad 

de León y por otro lado el programa EditSeq (Lasergene, DNASTAR Inc.) mediante el cual 

las secuencias se editaron para eliminar los restos del vector y las zonas que presentaban 

muchos errores. 

9. ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS 

9.1. Análisis comparativo de las secuencias con las bases de datos 

Una vez revisadas las secuencias estudiadas se compararon con las depositadas en la 

base de datos GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), utilizando el método BLAST (Basic Local 

http://www.unileon.es/investigación/ltiir/lti.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997). Concretamente el algoritmo BLASTN, que 

es específico para nucleótidos.  

Actualmente son numerosas las entradas en la base de datos del GenBank cuyo origen 

es ―bacteria no cultivada‖ y rara vez el programa BLASTN proporciona una entrada de 

bacterias cultivadas. Por ello, para la identificación de las secuencias también se ha recurrido 

al empleo del software Ribosomal Database Project release 10 (RDP) (Cole et al., 2007) 

disponible en internet (http://rdp.cme.msu.edu), y su herramienta Classifier (Wang et al. 

2007) con un umbral de confianza del 80%. 

9.2.  Alineamiento de secuencias 

Se ha realizado un alineamiento múltiple de todas las secuencias estudiadas y un 

alineamiento múltiple de las secuencias estudiadas junto con las secuencias de referencia 

obtenidas en la búsqueda con el BLASTN (tanto las cultivadas como las no cultivadas). 

Estos alineamientos permiten asegurar que las posiciones nucleotídicas comparadas son 

homólogas con todas las secuencias. El alineamiento se ha realizado utilizando el programa 

ClustalW que es proporcionado por el paquete informático MEGA versión 4 

(http://www.megasoftware.net).  

 

10.  ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN FILOGENÉTICA 

10.1. Análisis filogenético 

Para la clasificación de las secuencias estudiadas se ha realizado un análisis filogenético 

con el programa informática MEGA versión 4. Con la finalidad de obtener un mejor 

resultado, en este análisis se han incluido todas las secuencias de ADN obtenidas en el 

estudio, así como las secuencias con mayor similitud obtenidas en las comparaciones hechas 

con la base de datos empleando el algoritmo BLASTN. 

Para la construcción de árboles filogenéticos se ha empleado el método Minimun 

Evolution (Kumar, 1996), modelo y método implementado por el programa MEGA versión 

4. Según este modelo, el árbol óptimo es aquél que presenta los brazos más cortos. Como 

modelo de medición de distancia se eligió el modelo Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993), 

que da distinta probabilidad a la aparición de mutaciones por transiciones y transversiones y 

tiene en cuenta el porcentaje de AT o GC de cada linaje evolutivo. Esta distancia se calculó 

http://rdp.cme.msu.edu/
http://www.megasoftware.net/
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por parejas de secuencias (pairwise delection) con la eliminación de los gaps únicamente 

cuando está presente en una de las secuencias estudiadas. 

10.2. Riqueza y diversidad 

Se ha evaluado la calidad del muestreo efectuado. Para ello se han realizado curvas de 

acumulación y de rarefacción para cada uno de los ambientes analizados. Las curvas de 

acumulación muestran el número de OTUs (Operational Taxonomic Units) acumulados 

conforme se va aumentando el esfuerzo de muestro en una comunidad, de manera que la 

riqueza aumentará hasta que llegue un momento en el cual aunque se incremente el esfuerzo 

de muestreo, el número de OTUs alcanzará un máximo y se estabilizará (Espinosa, 2003). 

Las curvas de rarefacción muestran el número de OTUs estadísticamente esperado según se 

incrementa el esfuerzo de muestreo; representan así la expectativa estadística para las 

correspondientes curvas de acumulación. En este trabajo, las curvas de rarefacción se han 

calculado para 1000 submuestreos aleatorios (Figura 2).  

También se ha determinado la riqueza observada de las comunidades de bacterias 

estudiadas. La riqueza se basa únicamente en el número de filotipos u OTUs presentes, sin 

tener en cuenta la abundancia de los mismos. La forma ideal de medir esta riqueza es contar 

con un inventario completo para conocer el número total de OTUs. En el caso de 

comunidades muy diversas, como las comunidades de bacterias, esta situación ideal es muy 

difícil de alcanzar, por lo que se recurre a índices de riqueza obtenidos a partir de un 

muestreo de la comunidad. 

Los índices basados en la estructura de una comunidad de bacterias reflejan la 

distribución proporcional del valor de abundancia de cada especie. En este trabajo se ha 

utilizado el índice de dominancia de Simpson, que muestra la probabilidad de que dos 

individuos tomados al azar de una muestra sean del mismo OTU (Brown & Bowman, 2001) 

y el índice de equidad de Shannon-Wiener, escogido al azar de una colección (Peet, 1974; 

Baev & Penev, 1995; Magurran, 1988; Moreno & Halffter, 2001) asumiendo que los 

individuos son seleccionados al azar y que todos los OTUs están representados en la muestra 

(Tabla 6). 

Estos análisis de riqueza y diversidad de las comunidades de bacterias estudiadas se han 

realizado mediante el software MOTHUR (http://www.mothur.org/wiki/Main_Page) 

desarrollado para estudios de Ecología Microbiona (Schloss et al., 2009). 

http://www.mothur.org/wiki/Main_Page
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Rarefacción 

 

E(S)=número esperado de OTUs; N=número total de OTUs en una muestra; Ni=número de bacterias del 

iésimo OTU; n=tamaño de la muestra estandarizado. 

 

Índice de Simpson 

 

N=número total de OTUs en una muestra; Ni=número de bacterias del iésimo OTU; n=tamaño de la 

muestra estandarizado. 

 

Índice de Shannon-Wiener 

 

pi=abundancia proporcional del OTU i, es decir, número de bacterias del OTU i entre el total de 

bacterias de la muestra. 

Tabla 6. Índices y modelos estudiados para el estudio de la riqueza específica y la diversidad de las 

comunidades de bacterias en este trabajo 

 

10.3. Análisis comparativo (UniFrac) 

Las diferencias entre comunidades de bacterias estudiadas se han analizado mediante la 

herramienta UniFrac (Lozupone & Knight, 2005). Esta herramienta permite realizar 

diferentes análisis estadísticos en un contexto filogenético. 

Se han identificado las diferencias significativas de composición y estructura entre las 

distintas comunidades de bacterias analizadas, empleando los estadísticos Weighted UniFrac 

y P test (Martin, 2002), con 100 réplicas o permutaciones, ambos proporcionados en el 

software UniFrac (http://bmf2.colorado.edu/unifrac/index.psp). 

El estadístico UniFrac utiliza el algoritmo UniFrac, de forma que las comunidades son 

significativamente diferentes si el valor del algoritmo UniFrac para el árbol filogenético real 

es mayor que el valor que se esperaría si las secuencias se distribuyeran aleatoriamente entre 

las comunidades. Para ello, se realiza 100 veces una distribución aleatoria de las secuencias 

entre las diferentes comunidades y se calcula cada vez el valor del algoritmo. El algoritmo 

UniFrac mide la diferencia entre dos comunidades en relación a la longitud de las ramas que 

son únicas para una comunidad o para otra. En este estudio se ha empleado una variante de 

este algoritmo, Weighted UniFrac, que pondera unas ramas y otras ramas en función de 

http://bmf2.colorado.edu/unifrac/index.psp
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datos de abundancia, de forma que no considera únicamente la riqueza sino también la 

abundancia relativa de las bacterias. 

El P test también utiliza la información filogenética de las comunidades estudiadas para 

identificar si estas comunidades son significativamente diferentes. En este caso el P test 

estima la similaridad entre las comunidades como el número de cambios parsimónicos que 

se requerirían para explicar la distribución de las secuencias entre las diferentes 

comunidades en el árbol filogenético. 

Otra aplicación implementada en el software UniFrac empleada en este trabajo ha sido 

Cluster Environments, la cual desarrolla un análisis cluster jerárquico (UPGMA) de las 

comunidades a partir de una matriz de distancias generada calculando los valores por parejas 

del algoritmo Weighted UniFrac. La robustez de este análisis clúster jerárquico se ha 

evaluado mediante el método estadístico de remuestreo Jacknife, con 100 réplicas.  

Finalmente, se ha realizado un Análisis de Componentes Principales (ACP) que es una 

técnica estadística multivariante de síntesis de la información o reducción de la dimensión 

(número de variables), que permite encontrar los factores subyacentes más explicativos tras 

un conjunto de datos, que mejor expliquen la variabilidad de estos datos. La elección de los 

factores se realiza de tal forma que el primero recoja la mayor proporción posible de la 

variabilidad original; el segundo factor debe recoger la máxima variabilidad posible no 

recogida por el primero, y así sucesivamente. Del total de factores se elegirán aquellos que 

recojan el porcentaje de variabilidad que se considere suficiente. A estos se les denominara 

componentes principales. Este análisis se ha realizado mediante el software UniFrac, que en 

este caso toma como dato de partida la matriz de distancias por parejas generadas con el 

algoritmo Weighted UniFrac. 

11.  ANÁLISIS DE LOS DATOS 

Con el objeto de determinar si existen diferencias significativas a nivel de filo y de 

género, entre las comunidades de bacterias de la parte alta del intestino delgado de 

individuos adultos (sanos, enfermos celiacos activos y enfermos celiacos tratados) y de 

niños (sanos y enfermos celiacos activos), se ha realizado la prueba de Kruskal-Wallis, que 

constituye una alternativa no paramétrica al uso del análisis de la varianza de un factor 

(ANOVA) con los datos reemplazados por categorías. Esta prueba es una extensión para tres 

o más grupos de la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (equivalente no paramétrico 
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de la prueba t para la diferencia de dos medias cuando las muestras son independientes). La 

prueba U de Mann-Whitney se ha utilizado también para determinar si existen diferencias a 

nivel de filo y género asociadas a la dieta o a la enfermedad. 

El estudio de la riqueza y diversidad de las comunidades de bacterias, realizado en un 

contexto filogenético de acuerdo a lo desarrollado en el apartado 10.2. Riqueza y diversidad, 

se ha completado realizando un tratamiento estadístico de los resultados obtenidos. Para 

determinar si existen diferencias significativas en cuanto a riqueza entre las comunidades de 

bacterias se llevo a cabo un análisis de varianza (ANOVA) con un test post-hoc (Scheffé 

test). También se han empleado las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y U de 

Mann-Whitney para determinar si existían diferencias significativas en cuanto a índices de 

diversidad. 

Los diferentes perfiles electroforéticos de bandas obtenidos para cada uno de los 

pacientes analizados mediante DGGE, fueron transformados en una matriz binaria en 

función de su presencia (1) o ausencia (0). Las bandas producidas por los diferentes 

pacientes fueron consideradas como idénticas cuando mostraron igual migración en el gel. 

Se realizó un análisis de agrupamiento por similitud genética estimada según el coeficiente 

de Dice (Van Der Gucht et al., 2001) y el método UPGMA (Unweighted Pair Group 

Method) que utiliza la media aritmética no ponderada como método de agrupamiento. Esta 

matriz de similitud puede ser mostrada gráficamente como un dendograma. Se utilizó para 

ello el programa Tulkas (programa informático diseñado por el Dr. Luis E. Sáenz de Miera, 

profesor de genética de la Universidad de León). 

 

 

Coeficiente de Dice 

 

 

 

El número de bandas de cada individuo en cada perfil electroforético obtenidos a partir 

del DGGE fue considerado como un indicador de la diversidad de la microbiota fecal. Para 

determinar las diferencias entre los pacientes sanos y enfermos se aplicó la prueba no 

paramétrica U de Mann-Whitney  También se determinaron las diferencias en la 

j: número de bandas comunes a 

ambas muestras 

a: es el número de bandas de la 
muestra A 

b: es el número de bandas de la 

muestra B 
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composición de especies entre los diferentes grupos de poblaciones, para ello se empleo el 

test ―chi-cuadrado‖.  

Todos los análisis estadísticos se han realizado con el paquete estadístico SPSS versión 

17.0 para Windows (SPSS Inc., 2006). Los resultados fueron considerados estadísticamente 

significativos para valores de p menores de 0,05. 
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Resultados y Discusión 

1. ESTUDIO MOLECULAR DE LA MICROBIOTA PRESENTE EN 

LA PARTE ALTA DEL INTESTINO DELGADO EN NIÑOS Y 

ADULTOS 

La microbiota comensal de las superficies epiteliales tiene una función importante en el 

establecimiento y mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune del intestino. Un 

desequilibrio del balance entre tolerancia e inmunidad probablemente contribuya a la 

patogénesis de la mayoría de los procesos inflamatorios, incluyendo también las 

intolerancias alimentarias (Ou et al., 2009). Por este motivo, el objetivo de este apartado fue 

la caracterización de la microbiota de la parte alta del intestino delgado en individuos 

adultos (sanos, enfermos celiacos activos y enfermos celiacos tratados) y a su vez 

compararla con la microbiota del intestino delgado de dos grupos de niños (sanos y 

enfermos celiacos activos). Para ello, se llevó a cabo la construcción de colecciones de 

clones de una región del ADNr 16S a partir del ADN extraído de biopsias duodenales de 

cada uno de los pacientes. 

1.1. Construcción de colecciones de clones del ADNr 16S 

Para el análisis de las comunidades bacterianas presentes en biopsias duodenales de 

adultos y niños se llevó a cabo la extracción de ADN genómico de 15 muestras de biopsias 

duodenales procedentes de individuos adultos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos 

celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) y 8 muestras duodenales 

obtenidas a partir de niños no enfermos celiacos (No-ECN) y enfermos celiacos activos 

(ECAN) (Anexo 1). Se siguió el protocolo del kit NucleoSpin Tissue XS (descrito en 

Materiales y Métodos). 

Seguidamente, se llevó a cabo una reacción de PCR empleando como molde el ADN 

extraído a partir de las biopsias duodenales de cada uno de los pacientes. Como cebadores se 

emplearon los oligonucleótidos F968 y R1401 que amplifican la región V6-V8 del ADNr 

16S (Figura 1a) (Anexo 2). Cada reacción de PCR se repitió cuatro veces de forma 

independiente. La mezcla de los productos de PCR fueron subclonados en el vector pSC-A-

amp/kan siguiendo el protocolo del kit StrataClone PCR Cloning de Stratagene (descrito en 

Materiales y Métodos).  

Por cada paciente se seleccionaron sobre 50 transformantes al azar. Esta selección se 

llevó a cabo en función de la presencia de un inserto del tamaño esperado (450 pb). Para ello 
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se extrajo el ADN plasmídico y se digirió con la enzima de restricción EcoRI que corta 

ambos lados del producto de PCR que se ha subclonado en el plásmido y se analizó en un 

gel de agarosa (Figura 1b). El ADN de estos clones seleccionados fue purificado empleando 

el kit Illustra plasmidPrep Mini Spin (descrito en Materiales y Métodos) y el ADN obtenido 

se envió al servicio de secuenciación de la Universidad de León. 

 

Figura 1. a) Análisis de los productos de PCR correspondientes a la amplificación de la región V6-V8 del ADNr 

16S en un gel de agarosa del 1,5%. Carril 1: marcador de peso molecular ADN del fago ʎ digerido con PstI; 

Carriles 2, 3, 4, 5 y 6: PCR utilizando como molde el ADN genómico de varios pacientes. b) ADN plasmídico 
digerido con EcoRI de 18 clones seleccionados al azar de uno de los pacientes analizados. Como marcador de 

peso molecular se empleó el ADN del fago ʎ digerido con PstI (carril 1). Los carriles del 2 al 19 corresponden 

con los 18 clones. Nótese que todos los clones presentan una banda de aproximadamente 4 kb que corresponde 

con el tamaño del plásmido pSC-A-amp/kan y otra banda adicional correspondiente al inserto de 

aproximadamente 450 pb. Los carriles 10, 15 y 17 no presentaron dicho inserto. 

 

Una vez obtenidas las secuencias, éstas fueron editadas y revisadas. Con ellas se llevó a 

cabo una búsqueda de secuencias similares empleando el algoritmo del BLAST específico 

para nucleótidos (BLASTN). También, se empleó el software Ribosomal Database Project 

release 10 (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu) para llevar a cabo la identificación de las 

secuencias, obteniéndose resultados similares a los obtenidos con el algoritmo BLASTN.  

Para completar la identificación molecular de cada una de las secuencias se llevó a cabo 

un análisis filogenético. Las mismas secuencias que fueron procesadas para la búsqueda con 

el algoritmo del BLASTN se alinearon entre sí y con las secuencias obtenidas de las bases 

http://rdp.cme.msu.edu/
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de datos. Para el alineamiento se utilizó el programa ClustalW que es proporcionado por el 

paquete informático MEGA versión 4. A partir de este alineamiento se llevó a cabo la 

construcción de un árbol filogenético para cada uno de los pacientes (Anexos del 3 al 30), 

permitiendo así la identificación de las secuencias a nivel de género. Algunas secuencias, en 

las que no se encontraron secuencias similares en la búsqueda con el algoritmo BLASTN, no 

se pudieron clasificar en ningún género después de realizar el análisis filogenético y la 

búsqueda con el RDP. Estas secuencias se consideraron secuencias de bacterias de género 

desconocido que se denominaron como OTUs (Operational Taxonomic Units) con un 

número asociado. 

1.2. Composición de las comunidades de bacterias a nivel de filo 

En los adultos, el 98% de las 753 secuencias bacterianas obtenidas a partir de la 

secuenciación de una región del ADNr 16S de biopsias duodenales, fueron clasificadas 

dentro de 5 filos. Firmicutes, Proteobacteria, y Bacteroidetes, fueron los filos que aparecían 

en mayor porcentaje de secuencias, y en menor proporción aparecían los filos 

Actinobacteria y Fusobacteria. En la Figura 2, los datos aparecen reflejados como el 

porcentaje de bacterias del intestino delgado proximal pertenecientes a los diferentes filos. 

El análisis estadístico mostró que había diferencias significativas asociadas a la dieta en los 

filos Fusobacteria y Proteobacteria (p=0,002 y p=0,003 respectivamente; prueba U de 

Mann-Whitney). En cambio, en el resto de los filos las diferencias no fueron significativas. 

A nivel de filo no se encontraron tampoco diferencias significativas asociadas a la 

enfermedad. 

 

Figura 2. Diagrama sectorial mostrando la distribución de los filos bacterianos 

en el intestino delgado proximal de individuos adultos. Las flechas indican el 

porcentaje de secuencias pertenecientes a cada uno de los filos. 
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En los niños (incluyendo sanos y enfermos celiacos activos), se obtuvieron resultados 

similares a los de los adultos, a partir de la secuenciación y análisis de 667 secuencias 

bacterianas. Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes, al igual que en los adultos aparecen 

como los filos más frecuentes (Figura 3). Y en menor proporción, aparecen los filos 

Actinobacteria, Deinococcus-Thermus y Fusobacteria. Un 5% de las secuencias bacterianas 

no se pudo clasificar dentro de ningún filo bacteriano conocido y sólo se observó la 

presencia de este filo sin identificar en niños sanos. 

 

 

Figura 3. Diagrama sectorial mostrando la distribución de los filos bacterianos 

en el intestino delgado proximal de niños. Las flechas indican el porcentaje 

correspondientes de cada uno de los filos. 

 

 

No se encontraron diferencias significativas en los filos identificados comparando niños 

sanos y niños enfermos celiacos activos. Si que se encontraron diferencias significativas al 

comparar las comunidades de bacterias de adultos y de niños con relación a dos filos. Por un 

lado, se encontraron diferencias significativas en el filo Actinobacteria, al comparar las 

comunidades de bacterias de adultos sanos y niños sanos, que podrían estar asociadas a la 

edad (p=0,032; U de Mann-Whitney). Y por otro lado, diferencias significativas en el filo 

Proteobacteria entre las comunidades de bacterias de toda la muestra de individuos sanos y 

enfermos celiacos, independientemente de la edad y la dieta (p=0,018; U de Mann-

Whitney). Estas diferencias podrían estar asociadas al diagnóstico. 
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1.3. Composición de las comunidades bacterianas en individuos adultos 

El análisis filogenético de las secuencias determinó la presencia de 61 géneros de 

bacterias conocidas en la parte alta del intestino delgado de individuos adultos. Del total, 15 

géneros aparecían en más del 60% de la población. Estos géneros aparecen representados en 

la Figura 4. El otro 40% de las secuencias bacterianas aparecieron con menor frecuencia y la 

gran mayoría de ellas sólo aparecían en una o dos de las biopsias analizadas. Los géneros 

Streptococcus y Prevotella fueron los más representativos, aparecieron en la mayoría de las 

biopsias analizadas y dominaron además cuantitativamente en número de secuencias. 

 

 

Figura 4. Número medio de secuencias de los géneros bacterianos conocidos encontrados en la parte alta del 
intestino delgado de individuos adultos sanos (No-ECA), enfermos celiacos activos adultos (ECAA) y enfermos 

celiacos tratados adultos (ECTA). Los 15 géneros representados aparecen en más del 60% de la población 

estudiada. 

 

Las diferencias más importantes que se observan entre individuos No-ECAs, ECAAs y 

ECTAs fueron en el número de secuencias correspondientes a los géneros Prevotella y 

Streptococcus spp, donde se observó que el número medio de secuencias por individuo era 

mayor en ECTAs y No-ECAs que en pacientes ECAAs (Figura 4). El test U de Mann-

Whitney mostró que el número de secuencias correspondientes a Streptococcus spp fue 

significativamente diferente (p<0,05) entre pacientes sanos y enfermos celiacos de acuerdo 

al diagnóstico. También se observaron cambios en el número de secuencias de los géneros 

A 

A 

A 
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Mycobacterium, y Methylobacterium, que se detectaron únicamente en individuos No-ECAs 

y ECAAs, y sin embargo, no aparecieron cuando se llevó a cabo la dieta libre de gluten. 

Estas diferencias también fueron significativas en función de la dieta (U de Mann-Whitney; 

p<0,05). Al contrario de lo que se observó con los géneros Fusobacterium y Actinomyces, en 

los que el número medio de secuencias por individuo se ve incrementado en pacientes 

ECTA. Pero estas diferencias no fueron significativas (U de Mann-Whitney; p>0,05). 

 

Filo Clase Orden  Familia OTU 

Acidobacteria Acidobacteria Gp3   OTU 24 

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales  OTU 26 

Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae OTU 18 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae OTU 3, OTU 32, 

OTU 38 

   Ruminococcaceae OTU 19 

   Clostridiaceae OTU 25 

   Incertate Sedis XI OTU 30, OTU 37 

Fusobacteria Fusobacteria Fusobacteriales Leptotrichiaceae OTU 31 

Nitrospira Nitrospira Nitrospirales Nitropiraceae OTU 27 

Proteobacteria    OTU 16 

 Alfaproteobacteria   OTU 1 

  Rhizobiales  OTU 4 

 Betaproteobacteria   OTU 2 

  Methylophilales Methylophilaceae OTU 5 

  Burkholderiales  OTU 7 

   
Burkholderiales incertae-

sedis 
OTU 8 

   Comamonadaceae OTU 15 

   Oxalobacteraceae OTU 28 

 Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae OTU 9 

 Gammaproteobacteria Legionellales Coxiellaceae OTU 13 

    OTU 17, OTU 22 

TM7    OTU 6  

Filo desconocido    OTU 10 

    OTU 21 

Tabla 1. Posición filogenética de cada uno de los OTUs encontrados en biopsias de adultos.  

 

El análisis de las 753 secuencias de la población adulta, mostró también la presencia de 

28 secuencias diferentes clasificadas como bacterias desconocidas que nunca habían sido 

cultivadas. Estas secuencias fueron denominadas OTUs (Operational Taxonomic Units) y no 
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se les pudo asignar a ningún género conocido. La posición filogenética de cada uno de esos 

OTUs obtenida a partir del análisis con el RDP, aparece representada en la Tabla 1. 

En los individuos No-ECAs se encontraron 14 OTUs diferentes, 16 en ECAAs y 6 en 

ECTAs (Figura 5a). Los pacientes No-ECAs y ECAAs compartieron 7 OTUs representados 

por más de 70 secuencias (Figura 5b), indicando por tanto, la existencia de una población 

consistente de bacterias no conocidas entre individuos sanos y enfermos celiacos activos. Al 

contrario de lo que se observó entre pacientes No-ECAs y ECTAs que sólo compartían un 

OTU, que aparecía únicamente en dos secuencias.  

No se encontró ningún OTU cuando se comparó la población de secuencias de ECAAs 

con la de ECTAs. Tampoco se encontró ningún OTU en común entre las tres poblaciones de 

individuos adultos (No-ECAs, ECAAs y ECTAs) (Figura 5a). Estos resultados sugieren que el 

tratamiento de los pacientes enfermos celiacos con la DSG conduce a un cambio importante 

en la población de bacterias no cultivadas. 

 

 

 

 

Figura 5. Diagrama de Venn comparando las OTUs en poblaciones de individuos adultos sanos (No-ECA), 

enfermos celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA). (a) Distribución del número de OTUs 

diferentes (b) Representación del número de secuencias de OTUs.  
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1.4.Composición de las comunidades de bacterias en niños 

El análisis filogenético de la composición de las comunidades de bacterias en la 

población de niños determinó la presencia de 36 géneros diferentes de bacterias conocidas, 

lo cual reflejó que los niños presentaban una riqueza menor en comparación con los adultos. 

La mayoría de las secuencias (Figura 6) pertenecieron a los géneros Streptococcus, 

Prevotella, Neisseria, Haemophilus, Granulicatella y Acinetobacter. En el resto de géneros 

el número medio de secuencias por sujeto se mostró menor (valor medio ≤2 

secuencias/sujeto). Todas estas secuencias aparecían en más del 60% de la población de 

niños analizados. 

Los géneros Streptococcus y Prevotella, mostraron un patrón similar al observado en 

los adultos: mayor proporción en individuos no enfermos celiacos (No-ECN) que en niños 

celiacos activos (ECAN). Al contrario, de lo que se observó en las secuencias pertenecientes 

a los géneros Neisseria y Haemophilus, donde el incremento en el número medio de 

secuencias tuvo lugar en los niños enfermos (Figura 6). En ninguno de los casos las 

diferencias fueron significativas (U de Mann-Whitney; p>0,05). 

 

 

Figura 6. Número medio de secuencias de los géneros bacterianos conocidos encontrados en la parte alta del 

intestino delgado de niños sanos (No-ECN) y niños enfermos celiacos en estado activo (ECAN). Los 12 géneros 

representados en la gráfica aparecen en más del 60% de la población de sujetos estudiados. 

 

N 

N 
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Filo Clase Orden Familia OTUs 

Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae OTU 18, OTU 43 

Firmicutes    OTU 3 

 Clostridia Clostridiales  OTU 42, OTU 44 

   Lachnospiraceae OTU 19 

Proteobacteria Betaproteobacteria   OTU 46 

  Neissseriales Neisseriaceae OTU 41 

TM7    OTU 6 

Filo no identificado    OTU 45 

Tabla 2: Posición filogenética de cada uno de los OTUs encontradas en biopsias de niños. 

 

En el grupo de los niños, el análisis de las 667 secuencias mostró también la presencia 

de 10 secuencias diferentes clasificadas como bacterias no conocidas, que fueron también 

designadas como OTUs. Los OTUs 3, 6, 18 y 19 fueron compartidos con la población de 

secuencias de OTUs de individuos adultos. Por el contrario, los OTUs 41, 42, 43, 44, 45 y 

46 sólo se encontraron en la población de secuencias de OTUs de los niños (Figura 7). La 

posición filogenética de cada uno de esos OTUs aparece representada en la Tabla 2.  

 

 

Figura 7. Número medio de secuencias de OTUs por sujeto encontrados en la parte alta del intestino delgado 

de niños sanos (No-ECN) y niños enfermos celiacos activos (ECaN). 

 

 

N 

N 
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Los individuos No-ECN mostraron la presencia de cuatro secuencias diferentes de 

bacterias no conocidas. La mayoría de estos OTUs fueron detectados en rangos menores de 

una secuencia por niño sano. Sin embargo, el OTU 45 estaba presente en el 60% de los 

individuos sanos en una media de 6 secuencias por niño; este fue el OTU más abundante 

detectado en la población de secuencias de niños. En cambio, en los niños celiacos se 

detectaron 8 OTUs diferentes, pero la mayoría de ellos, aparecían como una única secuencia 

o en un solo niño. El OTU 45 se detectó únicamente en una secuencia de un niño con 

enfermedad celiaca (Figura 7). 

 

1.5.Riqueza y diversidad de las comunidades bacterianas 

1.5.1. Las curvas de acumulación y rarefacción son adecuadas para evaluar la 

riqueza de las comunidades bacterianas a nivel de género 

Para evaluar la calidad del muestreo del estudio, se realizaron curvas de acumulación y 

curvas de rarefacción, que permiten conocer si el esfuerzo de muestreo (50 clones de cada 

comunidad) fue suficiente para estimar de forma precisa la riqueza y diversidad de una 

comunidad o si el número de clones resultó limitado. 

Las curvas de acumulación muestran el número de secuencias observadas (definidos) en 

función del esfuerzo de muestreo realizado, mientras que las de rarefacción reflejan el 

número de secuencias estadísticamente esperado en función del esfuerzo de muestreo 

realizado (Figura 8). Los resultados indican que con distancias filogenéticas pequeñas (0,01 

y 0,05) según aumenta el esfuerzo de muestreo se incrementa el número de filotipos (tanto 

observados como esperados) sin que las curvas alcancen una asíntota horizontal, es decir, 

existe un sesgo en el muestreo. Sin embargo, cuando se han considerado distancias 

filogenéticas mayores para definir el número de filotipos (0,1; 0,2; 0,3 y 0,43), las curvas 

tienden a alcanzar una asíntota horizontal, lo que indica que aunque se incrementara el 

número de secuencias estudiadas, no se aumentaría el número de filotipos. Por tanto, 

considerando estas distancias filogenéticas la comunidad de bacterias estaría correctamente 

muestreada. 
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Figura 8. Curvas de acumulación (línea con marcadores        ) y curvas de rarefacción (línea sin marcadores     ). 

Considerando seis distancias filogenéticas (0,01     ; 0,05     ; 0,1     ; 0,2     ; 0,3     ; 0,43     ). Continúa en la 

página siguiente. 
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Figura 8. Curvas de acumulación (línea con marcadores     ) y curvas de rarefacción (línea sin marcadores    ). 

Considerando seis distancias filogenéticas (0,01     ; 0,05     ; 0,1     ; 0,2     ; 0,3     ; 0,43     ). Continúa en la 

página siguiente. 
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Figura 8. Curvas de acumulación (línea con marcadores     ) y curvas de rarefacción (línea sin marcadores    ). 

Considerando seis distancias filogenéticas (0,01     ; 0,05     ; 0,1     ; 0,2     ; 0,3     ; 0,43     ). Continúa en la 

página siguiente. 
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Figura 8. Curvas de acumulación (línea con marcadores      ) y curvas de rarefacción (línea sin marcadores     ) 

que muestra como aumenta el número de especies observado o esperado según se incrementa el esfuerzo de 

muestreo. Cada gráfica muestras estas curvas para cada comunidad bacteriana estudiada de individuos adultos 

(No-ECA, ECAA y ECTA) y niños (No-ECN y ECAN). Considerando seis distancias filogenéticas (0,01    ; 0,05   
0,1     ; 0,2     ; 0,3     ; 0,43     ). 

 

El análisis de las curvas de rarefacción mostró que en la mayoría de los casos, para 

distancias filogenéticas mayores o iguales a 0,1; el esfuerzo de muestreo fue adecuado para 

evaluar la riqueza de las comunidades bacterianas a nivel de género. 

1.5.2. La riqueza observada es diferente en función de la edad y de la dieta 

Se estudió la riqueza bacteriana observada en tres grupos de individuos adultos: sanos, 

enfermos celiacos activos y enfermos celiacos tratados. El análisis de riqueza bacteriana 

mostró (Figura 9) la presencia de una media de 21 clústers diferentes (similar al número de 

géneros) por individuo en la parte alta del intestino delgado de pacientes No-ECAs, 24 en 

ECAAs y una riqueza reducida en pacientes ECTAs (17 clústers diferentes). 

La riqueza bacteriana también fue analizada en biopsias de la parte alta del intestino 

delgado en dos grupos de niños: sanos y enfermos celiacos activos. Los resultados 

mostraron (Figura 9) que la riqueza bacteriana observada en niños fue menor que la que 

aparece en individuos adultos, con una media de 13 clústers diferentes de bacterias por 
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individuo No-ECNs y 16 en ECANs. Por lo tanto, los niños enfermos celiacos mostraron una 

riqueza mayor en comparación a los niños sanos. 

El análisis estadístico mostró que existían diferencias significativas en la riqueza 

bacteriana entre los diferentes grupos (Figura 9). Mediante un análisis de ANOVA (p≤0.05) 

se determinó que las diferencias en riqueza entre las comunidades bacterianas podían ser 

explicadas mediante dos factores: la edad y la presencia del gluten en la dieta. Se han 

observado diferencias significativas entre el grupo de individuos adultos y el grupo de niños 

(No-ECAs vs. No-ECNs, p=0,004; entre ECAAs vs. ECANs, p=0,001; entre No-ECAs vs. 

ECANs, p=0,025; No-ECNs vs ECAAs, p=0,000), subrayando la edad como el principal 

factor. También se encontraron diferencias significativas en cuanto a riqueza entre ECAAs y 

ECTAs (p=0,015) (Figura 9). En este caso las diferencias se podrían deber a la presencia de 

gluten en la dieta y/o consecuencia de la inflamación del intestino.  

 

Figura 9. Comparación de la riqueza observada entre individuos adultos y niños. La riqueza 

observada aparece expresada como el número medio de clústers con una distancia filogenética 
Tamura-Nei de 0,1 por individuo. Las flechas entre las columnas representan las diferencias 

significativas que existen entre las comunidades bacterianas de sujetos sanos, enfermos celiacos 

activos y enfermos celiacos tratados determinadas mediante un ANOVA. 
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1.5.3. El estudio de la diversidad de las comunidades determina que existen 

diferencias en función de la dieta y la edad 

Para estudiar la diversidad de las comunidades de bacterias se ha recurrido al empleo de 

diferentes estimadores (índice de Shannon-Wiener e índice de Simpson, Tabla 3 y 4). En la 

población de adultos, las comunidades de bacterias de individuos No-ECAs y ECAAs 

presentaron, en general, índices de diversidad más altos que los de las comunidades de 

bacterias de ECTAs. Los análisis estadísticos mostraron que existían diferencias 

significativas en cuanto a diversidad entre las comunidades de bacterias asociadas a la 

población de adultos en función de la presencia o ausencia del gluten en la dieta (p<0,05; 

prueba U de Mann-Whitney). Al igual que ocurría con la riqueza, se observó también que 

existían diferencias significativas en la diversidad entre individuos ECAAs y ECTAs, que 

podría estar asociado o bien al daño intestinal o bien al contenido de gluten en la dieta 

(p<0,05; U de Mann-Whitney). Ambas diferencias se observaron para distancias 

filogenéticas de 0,05 y 0,1. Para el resto de distancias filogenéticas no se observaron 

diferencias significativas. 

Las comunidades de bacterias muestreadas en los niños presentaron índices de 

diversidad generalmente más bajos que las comunidades de bacterias asociadas a la 

población adulta (Tabla 3 y 4). Estas diferencias fueron significativas en cuanto a diversidad 

entre las comunidades de bacterias asociadas a individuos adultos sanos, las comunidades de 

individuos celiacos activos adultos, las comunidades de niños sanos y las comunidades de 

niños enfermos celiacos activos (p<0,05; Kruskal-Wallis). El factor que podría explicar las 

diferencias entre estas poblaciones es la edad (p<0,05; U de Mann-Whitney).  

A distancias filogenéticas altas (0,43) la diversidad estimada de las comunidades 

disminuyó drásticamente, de forma que esa distancia fue considerada demasiado grande para 

comprender las agrupaciones incluso a nivel de filo. 

 

 



 

 
 

 

Distancia Diversidad 
No-

ECA1 

No-

ECA2 

No-

ECA3 

No-

ECA4 

No-

ECA5 
ECAA1 ECAA2 ECAA3 ECAA4 ECAA5 ECTA1 ECTA2 ECTA3 ECTA4 ECTA5 

0,01
a
 

D 0,031 0,02 0,015 0,041 0,027 0,017 0,025 0,031 0,031 0,021 0,018 0,022 0,239 0,118 0,102 

H’ 3,171 3,34 3,503 3,041 3,332 3,361 3,314 3,181 3,198 3,316 3,434 3,352 2,026 2,457 2,473 

0,05
a, b

 
D 0,05 0,075 0,043 0,148 0,038 0,036 0,034 0,046 0,082 0,033 0,064 0,053 0,391 0,123 0,373 

H’ 2,855 2,789 3,075 2,292 3,131 3,017 3,119 2,941 2,803 3,146 2,724 2,948 1,511 2,362 1,644 

0,1
a, b

 
D 0,053 0,083 0,073 0,158 0,045 0,042 0,036 0,07 0,087 0,044 0,073 0,069 0,391 0,124 0,373 

H’ 2,805 2,66 2,786 2,197 2,972 2,944 3,058 2,705 2,736 2,979 2,589 2,76 1,511 2,336 1,617 

0,2
a
 

D 0,102 0,099 0,104 0,198 0,117 0,095 0,136 0,162 0,176 0,076 0,109 0,126 0,47 0,138 0,533 

H’ 2,33 2,388 2,433 1,931 2,229 2,376 2,138 1,945 2,116 2,542 2,249 2,295 1,232 2,193 1,09 

0,3
 a
 

D 0,182 0,17 0,196 0,33 0,414 0,314 0,237 0,574 0,216 0,243 0,185 0,284 0,501 0,191 0,538 

H’ 1,703 1,813 1,712 1,297 1,234 1,428 1,532 0,872 1,737 1,617 1,674 1,492 1,065 1,698 0,997 

0,43 
D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

H’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Tabla 3. Índice de dominancia de Simpson (D) e índice de diversidad de Shannon-Wiener (H’) para las comunidades de bacterias estudiadas de la población de individuos 

adultos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA), Los resultados se muestran considerando las distancias 

filogenéticas de 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 y 0,43. a Diferencias significativas asociadas a la edad. b Diferencias significativas asociadas a la dieta.  

 

Distancia Diversidad No-ECN1 No-ECN2 No-ECN3 No-ECN4 No-ECN5 ECAN1 ECAN2 ECAN3 ECAN4 ECAN5 ECAN6 ECAN7 ECAN8 

0,01
 a
 

D 0,047 0,045 0,08 0,138 0,09 0,065 0,024 0,095 0,059 0,039 0,072 0,044 0,119 

H’ 3,041 3,099 2,662 2,299 2,6 2,853 3,322 2,622 2,909 3,058 2,877 2,94 2,587 

0,05
 a
 

D 0,082 0,099 0,111 0,145 0,129 0,099 0,055 0,166 0,087 0,081 0,103 0,087 0,133 

H’ 2,704 2,641 2,313 2,166 2,169 2,507 2,922 2,157 2,598 2,576 2,607 2,511 2,314 

0,1
 a
 

D 0,097 0,122 0,112 0,151 0,209 0,12 0,069 0,196 0,099 0,089 0,114 0,087 0,157 

H’ 2,485 2,335 2,286 2,05 1,783 2,273 2,751 1,963 2,427 2,48 2,405 2,511 2,193 

0,2
 a
 

D 0,185 0,163 0,157 0,163 0,406 0,174 0,118 0,242 0,136 0,115 0,146 0,134 0,182 

H’ 2,007 2,091 2,01 1,944 1,326 2,014 2,282 1,59 2,1 2,217 2,125 2,271 1,942 

0,3
 a
 

D 0,318 0,298 0,33 0,34 0,5 0,245 0,215 0,362 0,238 0,407 0,267 0,239 0,497 

H’ 1,281 1,313 1,252 1,179 0,96 1,571 1,577 1,176 1,545 1,187 1,483 1,559 0,95 

0,43 
D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

H’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Tabla 4. Índice de dominancia de Simpson (D) e índice de diversidad de Shannon-Wiener (H’) para las comunidades de bacterias estudiadas de la población de 

niños no enfermos celiacos (No-ECN) y enfermos celiacos activos (ECAN). Los resultados se muestran considerando las distancias filogenéticas de 0,01; 0,05; 

0,1; 0,2; 0,3 y 0,43. a Diferencias significativas asociadas a la edad. 
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1.6. Análisis comparativo de las comunidades de bacterias 

Una vez estudiada cada comunidad de bacterias en cuanto a su composición y su 

diversidad α, se realizaron distintos análisis comparativos para ver si existían 

diferencias entre estas comunidades utilizando la información filogenética de las 

mismas. Para ello, se empleó el software UniFrac (Lozupone & Knight, 2005) que 

emplea como información de partida el árbol filogenético (con distancias) construido 

con el programa MEGA versión 4 (Tamura et al., 2007) con todas las secuencias 

estudiadas procedentes de las distintas comunidades de bacterias. 

1.6.1. Análisis comparativo de las comunidades de bacterias de los tres grupos 

de adultos 

 

Para determinar si existían diferencias significativas en la composición global de 

bacterias entre los tres grupos de adultos (sanos, enfermos celiacos activos y enfermos 

celiacos tratados) se empleó el test UniFrac Significance. Los resultados obtenidos 

cuando se compararon las tres comunidades conjuntamente y por parejas, determinaron 

que las diferencias eran significativas en ambos análisis (UniFrac Significance con 

corrección de Bonferroni p<0,01 y p≤0,03 respectivamente). Sin embargo, cuando se 

analizó la composición global de cada comunidad individualmente, de forma que el 

resto de comunidades se consideraron en conjunto como una misma comunidad, los 

resultados indicaron que las comunidades de bacterias asociadas a pacientes ECAAs son 

significativamente diferentes (p≤0,01) del resto de comunidades de bacterias presentes 

en pacientes ECTAs y No-ECAs. 

Por otro lado, se llevo a cabo un análisis comparativo considerando 

individualmente las comunidades de bacterias de los 15 individuos adultos empleando 

también el test UniFrac Significance. Los resultados del análisis al comparar todas las 

comunidades conjuntamente, determinaron de nuevo que existían diferencias 

significativas (p≤0,01).  

Mediante la aplicación Cluster Environments proporcionada por el software 

UniFrac, se desarrolló un análisis clúster jerárquico (UPGMA) de las 15 comunidades 

distintas de bacterias estudiadas de la población adulta (Figura 10). Las comunidades de 

bacterias asociadas a pacientes enfermos celiacos tratados (ECTA1, ECTA2, ECTA3, 

ECTA4 y ECTA5) se agruparon formando un clúster (valor de confianza <50%) que se 
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separó de forma clara del clúster formado por las comunidades de bacterias de enfermos 

celiacos activos (ECAA1, ECAA2, ECAA3, ECAA4 y ECAA5) (valor de confianza 

<50%). El factor que determina esta agrupación podría ser la eliminación del gluten en 

la dieta y/o la recuperación del daño en la mucosa intestinal. Por el contrario, las 

comunidades de bacterias de individuos no enfermos celiacos aparecieron dispersas; no 

formaron un clúster independiente. 

 

Figura 10. Análisis clúster jerárquico (UPGMA) de las comunidades de bacterias estudiadas de 

individuos no enfermos celiacos (No-ECA, negro), pacientes enfermos celiacos activos (ECAA 

rojo) y pacientes enfermos celiacos tratados (ECTA, verde). Se indica en los nodos el valor de 

confianza obtenido mediante la técnica Jacknife de remuestreo.*<50%, **50-70%, ***70-90%, 

****90-99%, *****>99,9%. 

 

Finalmente, se realizó un Análisis de Componentes Principales (ACP) con el 

objetivo de estudiar los factores que explican la variabilidad entre las distintas 

comunidades de bacterias. Este análisis se llevó a cabo utilizando la información 

filogenética de las comunidades estudiadas. En la Tabla 5, aparecen reflejados los 

porcentajes de variabilidad entre comunidades explicado por los seis primeros ejes 

principales (componentes principales). 
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Eje I II III IV V VI 

Varianza Explicada 

(%) 
23,71 10,47 9,29 8,56 7,96 6,62 

Tabla 5. Resultado del Análisis de Componentes Principales (ACP). Se 

presenta el porcentaje de la varianza explicada por los seis primeros ejes o 

dimensiones. 

 

La comparación entre las 15 comunidades de bacterias diferentes de adultos 

mediante ACP determinó la formación de dos grupos o clústers (ECAAs y ECTAs) en 

función del Componente Principal 1 (CP1) (Figura 11). Por el contrario, las 

comunidades bacterianas de los individuos No-ECAs aparecieron de forma dispersa a lo 

largo del CP1. El porcentaje de varianza explicada por este componente principal 

(23.71%) mostró una clara separación de las comunidades bacterianas en función de la 

existencia del tratamiento en pacientes con enfermedad celiaca. 

 

 

Figura 11. Comparación entre cinco individuos sanos adultos (No-ECAs), cinco enfermos 

celiacos activos adultos (ECAAs) y cinco enfermos celiacos tratados adultos (ECTAs) mediante 

un Análisis de Componentes Principales. El porcentaje de varianza explicada para cada 
Componente Principal aparece indicado en cada eje. Las áreas sombreadas muestran el 

agrupamiento de las muestras en función del tratamiento. 
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El resto de componentes principales, el porcentaje de varianza explicada es 

relativamente bajo, y no aporta información a cerca de la variabilidad de las 

comunidades. 

1.6.2. Análisis comparativo de las comunidades de bacterias de niños sanos y 

enfermos celiacos 

También se llevaron a cabo distintos análisis comparativos para ver si existían 

diferencias significativas entre las comunidades de bacterias de la población de niños, a 

partir de la información filogenética de las mismas. Solamente se encontraron 

diferencias significativas mediante el test UniFrac Significance cuando se comparó la 

composición global de bacterias en niños sanos y niños enfermos celiacos activos 

(p≤0,01 con la corrección de Bonferroni). 

El análisis comparativo considerando individualmente las comunidades de bacterias 

de los 13 individuos niños mediante ACP no mostró ningún factor claro que pudiese 

explicar la variabilidad entre las distintas comunidades de bacterias. 

1.6.3. Análisis comparativo entre las comunidades de bacterias de niños y 

adultos 

Finalmente, se llevó a cabo un análisis comparativo entre las comunidades de 

bacterias presentes en la población de niños y en la población de adultos. El test 

UniFrac Significance mostró que la composición global de las comunidades de 

bacterias de ECAAs, No-ECAs, ECANs y No-ECNs fue significativamente diferente 

(p≤0,01 con la corrección de Bonferroni). 

Por otro lado, se compararon también individualmente las comunidades de los 23 

individuos (adultos y niños) No-EC y ECA empleando el test UniFrac Significance. Los 

resultados del análisis al comparar todas las comunidades conjuntamente, determinaron 

de nuevo que existían diferencias significativas (p≤0,01 con la corrección de 

Bonferroni). 

El análisis clúster jerárquico (UPGMA) de las distintas comunidades de bacterias 

estudiadas mostró (Figura 12) que las comunidades asociadas a la población de adultos 

se separaron de forma clara de las comunidades correspondientes a la población de 

niños (valor de confianza del nodo mayor del 99,9%, técnica de Jaknife de remuestreo). 
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Dentro del clúster formado por las comunidades de bacterias de la población adulta, 

se observó la formación de dos subgrupos (valor de confianza entre 50-70%), uno 

formado por la gran mayoría de las comunidades de bacterias correspondientes a ECAA 

(ECAA1, ECAA3, ECAA5 y ECAA4) y otro correspondientes a las comunidades de 

bacterias de individuos No-ECA (No-ECA1, No-ECA2, No-ECA4 y No-ECA3) (Figura 

12). El factor que determina esta agrupación podría ser el estado de salud (sano o 

enfermo). 

En las comunidades de bacterias de los niños no se observó la formación clara de 

ningún clúster. 

 

Figura 12. Análisis clúster jerárquico (UPGMA) de las comunidades de bacterias estudiadas 

de adultos no enfermos celiacos (No-ECA, azul oscuro), adultos enfermos celiacos activos 

(ECAA azul claro), niños no enfermos celiacos (No-ECN, rojo) y niños enfermos celiacos 

activos (ECAN, rosa). Se indica en los nodos el valor de confianza obtenido mediante la técnica 

Jacknife de remuestreo.*<50%, **50-70%, ***70-90%, ****90-99%, *****>99,9%. 
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Mediante ACP proporcionado por el software UniFrac, se compararon las 

comunidades de bacterias de 10 individuos adultos (No-ECAs y ECAAs) y 13 niños (No-

ECNs y ECANs). La Figura 13 muestra un agrupamiento de las muestras basado en la 

edad a lo largo del CP1. Este componente explica un 17,92% de la varianza total. Las 

zonas coloreadas denotan dos clústers distintos, uno para la población de adultos y otro 

para la población de niños (Figura 13). 

Por otro lado, el CP2 sugiere un posible agrupamiento de las comunidades de 

bacterias de los ECAAs dentro de la población adulta (Figura 13). El factor que podría 

explicar este agrupamiento es la propia enfermedad. También en función de este 

componente, se observó que las comunidades de bacterias de los niños no enfermos 

celiacos se encuentran próximas, y en cambio las comunidades de bacterias de los niños 

enfermos se encuentran dispersas a lo largo del CP2 (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Comparación entre diez individuos adultos (no enfermos celiacos No-ECAs y enfermos 

celiacos activos: ECAAs) y trece niños (no enfermos celiacos No-ECN y ECANs) mediante un 

Análisis de Componentes Principales. El porcentaje de varianza explicada para cada Componente 
Principal aparece indicado en paréntesis en cada eje. Las áreas coloreadas muestran el agrupamiento 

de las muestras en función de la edad. Las líneas discontinuas muestran a su vez dos subgrupos 

correspondientes a ECAA y No-ECN. 
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1.7. Discusión 

Tradicionalmente, la parte alta del intestino delgado se ha considerado como un 

hábitat inapropiado para los microorganismos debido a su bajo pH, su rápido 

peristaltismo, la acción de lavado del quimo y la presencia de compuestos 

antimicrobianos, como enzimas proteolíticas o bilis (Wilson, 2005). El empleo de 

técnicas clásicas de cultivo, ha mostrado que la microbiota de la parte alta del intestino 

delgado está dominada por microorganismos orofaríngeos, como por ejemplo 

Streptococcus spp. y Haemophilus spp. Estos microorganismos, se encontraron 

únicamente en individuos sanos y no en pacientes con diversas patologías 

gastrointestinales (Sullivan et al., 2003). Sin embargo, muchas de las bacterias no se 

cultivan fácilmente en el laboratorio (Torsvik et al., 2002), por lo que es necesario 

recurrir al empleo de las técnicas moleculares para obtener una idea más detallada de la 

microbiota intestinal. 

En este trabajo se muestra por primera vez (hasta donde nosotros conocemos) las 

posibles diferencias entre la microbiota duodenal de pacientes enfermos celiacos niños y 

adultos. 

1.7.1. Las comunidades de bacterias presentes en la parte alta del intestino 

delgado de niños y adultos pertenecen a los filos Firmicutes, 

Proteobacteria y Bacteroidetes 

En este estudio, se han empleado técnicas independientes de cultivo para estudiar la 

microbiota de la parte alta del intestino delgado de niños y adultos, sanos y enfermos 

celiacos. El empleo de estas técnicas moleculares determinó que las comunidades de 

bacterias presentes en la parte alta del intestino delgado de los individuos adultos y 

niños, pertenecen principalmente a los filos Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes 

y en menor proporción a otros filos como Actinobacteria y Fusobacteria. En los últimos 

años, se han llevado a cabo diferentes estudios para determinar la diversidad de la 

microbiota del tracto gastrointestinal, y en todos ellos se ha destacado la presencia de 

estos filos (Eckburg et al., 2005; Rajilic-Stojanovic et al., 2007; Tap et al., 2009). En la 

población de los adultos, se encontraron diferencias significativas dentro del filo 

Fusobacteria y Proteobacteria que podrían ser explicadas por la presencia del gluten en 

la dieta. Sin embargo, no se han observado cambios en la propoción de bacterias 

pertenecientes al filo Firmicutes o Bacteoidetes entre individuos sanos y enfermos 
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celiacos, tal y como se ha descrito en las enfermedades inflamatorias intestinales. En 

varios trabajos se ha observado una reducción en la proporción de bacterias del filo 

Firmicutes, tanto en los pacientes con enfermedad de Crohn (Suau et al., 2001; Gophna 

et al., 2006) como en los pacientes con colitis ulcerosa (Martinez et al., 2008; Noor et 

al., 2010). También se han mostrado cambios en la proporción de bacterias del filo 

Bacteroidetes en ambas enfermedades (Swidsinski et al., 2005; Frank et al., 2007; Noor 

et al., 2010; Walker et al., 2011). 

1.7.2. Las diferencias más importantes que se observan entre individuos 

adultos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos activos 

(ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) se deben a la dieta 

A partir de la construcción de librerías de clones de una región del ADNr 16S, se 

han identificado 89 géneros diferentes de bacterias en la parte alta de la mucosa del 

intestino delgado de individuos adultos. Dentro de la población de adultos estudiada 

predominaron las secuencias pertenecientes al género Streptococcus y Prevotella; Estos 

microorganismos, se han detectado también frecuentemente mediante técnicas clásicas 

de cultivo (Sullivan et al., 2003). Además de estos géneros, también se han encontrado 

otros que podrían formar parte de la microbiota de la mucosa intestinal de los adultos, 

como por ejemplo Veillonella, Neisseria, Haemophilus, Methylobacterium, 

Mycobacterium y otros géneros que se han detectado con una frecuencia menor. 

Dentro de la microbiota de la parte alta del intestino delgado de la población de 

adultos, también se han incluido microorganismos que no se pueden asignar a un género 

conocido. Estas bacterias de género desconocido no han sido previamente descritas 

como parte de la microbiota de la parte alta del intestino delgado de adultos. En este 

trabajo, se ha identificado la presencia de 7 bacterias de género desconocido que son 

detectadas frecuentemente en la mucosa del intestino delgado de individuos No-ECAs y 

de pacientes ECAAs. Esta población de OTUs podría cambiar debido al mantenimiento 

de la dieta libre de gluten, ya que la mayoría de ellos no se detectan en biopsias 

procedentes de pacientes ECTAs. 

Dentro del grupo de los adultos, se han observado diferencias significativas a nivel 

de riqueza y diversidad. La riqueza bacteriana fue menor en adultos enfermos celiacos 

tratados (17 géneros diferentes) que en enfermos celiacos activos (21 géneros 

diferentes). Esta riqueza es mayor que la que se mostró en estudios previos basados en 
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métodos de cultivo (Sullivan et al., 2003; Wilson, 2005). También se encontraron 

diferencias significativas en cuanto a diversidad entre ECAAs y ECTAs.  

Los resultados han mostrado que el mantenimiento de una dieta libre de gluten 

tiene una gran influencia sobre la microbiota del intestino delgado: i) se han observado 

diferencias significativas en cuanto a riqueza y diversidad entre ECAAs y ECTAs; ii) el 

análisis de componentes principales, determinó que las comunidades de bacterias de los 

ECTAs forman un clúster separado de las comunidades de bacterias de los ECAAs; iii) 

mediante el análisis UPGMA se observó que las comunidades de bacterias asociadas a 

los pacientes ECTAs se agrupan formando un clúster distinto al clúster formado por las 

comunidades de bacterias de los pacientes ECAAs; iv) los pacientes ECTAs mostraron 

una población de bacterias de género desconocido diferente a las encontradas en los No-

ECAs y ECAAs. Se ha descrito que la dieta influye en la composición y función de la 

microbiota intestinal y también ejerce un efecto importante sobre la salud del huésped, 

particularmente en los pacientes que sufren una intolerancia alimentaria (Dethlefsen et 

al., 2006; De Palma et al., 2009). Por este motivo los cambios que se observan en la 

microbiota de la mucosa intestinal de pacientes ECTAs se podría deber en parte al 

mantenimiento de una dieta libre de gluten. Sin embargo, parte de estas diferencias que 

se observan en las comunidades de bacterias de los pacientes ECTAs, también podrían 

ser una consecuencia de los cambios que tienen lugar en ese microambiente, como por 

ejemplo el restablecimiento de la homeostasis o la recuperación de la mucosa intestinal. 

Quizás, esta recuperación afecte a la composición del mucus y de este modo se vean 

también afectadas las bacterias que se asocien a él (Johansson et al., 2010). Si es cierto, 

que las comunidades de bacterias están respondiendo a esa recuperación de la mucosa, 

podríamos esperar una mayor similitud entre las comunidades de bacterias de los 

individuos No-ECAs y ECTAs que cuando se comparan las comunidades de bacterias de 

No-ECAs y ECAAs. Por ejemplo, Prevotella se detectó de forma reducida en las 

comunidades de bacterias de los ECAAs, mientras que los ECTAs presentaron rangos 

similares de detección de Prevotella que los individuos No-ECAs. Un patrón similar se 

obtuvo para el género Streptococcus, que presentó una detección reducida en pacientes 

ECAAs y una mayor detección en individuos No-ECAs y ECTAs. Por el contrario, las 

especies del género Streptococcus aparecieron de forma predominante en la mucosa 

inflamada de pacientes con enfermedad de Crohn (Fyderek et al., 2009). 
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1.7.3. Streptococcus y Prevotella muestran el mismo patrón en los niños que en 

los adultos. 

A partir de la construcción de librerías de clones de una región del ADNr 16S, se 

han identificado 46 géneros diferentes de bacterias en la parte alta de la mucosa del 

intestino delgado de una población de niños. La mayoría de las secuencias pertenecieron 

a los géneros Streptococcus, Prevotella y Neisseria y en menor proporción aparecieron 

los géneros Veillonella, Granulicatella, Acinetobacter y Haemophilus. Se encontraron 

algunas diferencias con respecto a la microbiota duodenal de los adultos, como por 

ejemplo Acinetobacter, pero por lo general, lo géneros dominantes fueron muy 

similares. Ou et al. (2009), llevaron a cabo en niños suecos una caracterización a nivel 

de género de la microbiota del intestino delgado proximal y sus resultados fueron 

bastantes similares a los obtenidos en nuestro estudio con niños españoles. También 

destacaron la predominancia del género Streptococcus en la microbiota del intestino 

delgado proximal. En nuestro trabajo, se observó un patrón similar al de los adultos en 

las secuencias de Prevotella y Streptococcus, que de nuevo aparecían con alta 

frecuencia en los No-ECNs y con una detección menor en los ECANs, sugiriendo por 

tanto que estas poblaciones de bacterias se encuentran afectadas por los cambios que 

tienen lugar en el ecosistema del intestino delgado proximal en la EC. Otros géneros 

podrían también manifestar este patrón, pero el esfuerzo de secuenciación no fue 

suficiente para detectar estos cambios. 

Por otro lado, la microbiota presente en la parte alta del intestino delgado de los 

niños con enfermedad celiaca en estado activo mostró una riqueza mayor de bacterias 

que la de los niños sanos, aunque estas diferencias no fueron significativas. Schippa et 

al. (2010), sí que encontraron una diversidad de bacterias significativamente mayor en 

la mucosa de los pacientes ECANs mediante electroforesis en gradiente temporal de 

temperatura (TTGE). Propusieron que este incremento podría suponer un impacto 

dañino sobre la homeostasis duodenal. Resultados similares fueron mostrados por Nadal 

et al. (2007), que mediante FISH acoplado a citometría de flujo observaron que la 

proporción total de bacterias fue significativamente mayor en pacientes enfermos 

celiacos en estado activo que en pacientes enfermos celiacos tratados o sanos. 

Con respecto a la población de bacterias de género desconocido, se observó que los 

niños presentaron una diversidad menor que los adultos; Estas bacterias de género 
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desconocido tampoco han sido previamente descritas como parte de la microbiota de la 

parte alta del intestino delgado de los niños. Se ha destacado la presencia de la OTU 45, 

que se detectó con una frecuencia bastante alta en los niños No-EC y por el contrario no 

se observó en las comunidades de bacterias de los niños ECA. Esta bacteria de género 

desconocido, que está ausente en los niños enfermos celiacos, podría actuar como un 

probiótico o como un microorganismo promotor de la salud. Es necesaria la realización 

de más experimentos para determinar la importancia de esta bacteria. 

1.7.4. La edad es el factor principal que determina las diferencias entre los 

niños y los adultos 

Con este estudio nos hemos planteado si la enfermedad celiaca en sí misma provoca 

un cambio en la microbiota de la parte alta del intestino delgado o si por el contrario no 

manifiesta ningún efecto. Nosotros esperábamos encontrar una microbiota diferente 

debido a que el ambiente del intestino delgado de los pacientes enfermos celiacos 

activos es diferente al de los individuos sanos (hiperplasia de las criptas e inflamación). 

Se ha descrito en varias ocasiones cambios en la microbiota intestinal asociados a la 

inflamación de la mucosa. El ejemplo más conocido es el de las enfermedades 

inflamatorias intestinales (como la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn), en las 

que se ha descrito el fenómeno de disbiosis intestinal (Neut et al., 2002; Swidsinski et 

al., 2005). En este trabajo, en los adultos hemos encontrado diferencias significativas 

debidas al diagnóstico, en el número de secuencias de Streptococcus spp. entre los 

individuos sanos y los pacientes enfermos celiacos. El test UniFrac Significance 

determinó que existían diferencias significativas en la composición global de bacterias 

de los individuos adultos. El análisis UPGMA determinó que las comunidades de 

bacterias asociadas a los ECAAs se separan de las comunidades de bacterias de los 

individuos No-ECAs. El ACP mostró un agrupamiento de las comunidades de bacterias 

de los ECAAs, que a su vez aparecen de forma separada de las comunidades dispersas 

de bacterias de los adultos No-ECAs a lo largo del CP2. Hay que señalar que los 

individuos control no son sanos reales, ya que presentan otros síntomas intestinales 

diferentes; quizás esta sea la razón por la que no se agrupan las comunidades de 

bacterias de los individuos No-EC en el ACP. Algunos trabajos, sí que han mostrado 

cambios en determinados grupos bacterianos en la mucosa del intestino delgado de 

niños con enfermedad celiaca (Nadal et al., 2007; Collado et al., 2009b). 
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En nuestro estudio, la edad es el principal factor que determina las diferencias entre 

los niños y los adultos. Hemos encontrado que los niños tienen una riqueza y diversidad 

significativamente menor que los adultos y el ACP y el método UPGMA determina que 

las comunidades de bacterias de los niños se agrupan de forma separada de las 

comunidades de bacterias de los individuos adultos. Además se observa que los niños 

ECA tienen una microbiota duodenal diferente a la de los adultos ECA. De hecho, se ha 

demostrado que el microbioma del adulto y del niño presentan genes distintos para 

optimizar las estrategias de adquisición de los nutrientes con respecto a diferentes dietas 

(Kurokawa et al., 2007; Laparra & Sanz, 2010). 
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2. ESTUDIO MOLECULAR DE LA MICROBIOTA 

DUODENAL CAPAZ DE CRECER EN UN MEDIO DE 

CULTIVO CON GLUTEN COMO ÚNICA FUENTE DE 

NITRÓGENO 

El gluten es el agente externo responsable de la ―activación‖ de la EC. Aunque se 

postula que los microorganismos pueden ser importantes para la EC, existe un total 

desconocimiento sobre el papel que puede jugar la microbiota intestinal en el 

metabolismo del gluten en los humanos. Es por esto, que nos planteamos el estudio de 

los microorganismos capaces de crecer empleando las proteínas del gluten como única 

fuente de nitrógeno. Estas proteínas han de ser hidrolizadas y pueden o bien generar 

péptidos tóxicos o bien detoxificarlos. 

Con esta finalidad, se cultivaron biopsias duodenales procedentes de niños y 

adultos, tanto de sanos como de enfermos celiacos en un medio de cultivo líquido 

diseñado en nuestro laboratorio, al que denominamos MCB (descrito en Materiales y 

Métodos). Tras 48 horas, se tomó una muestra de cada uno de los cultivos para llevar a 

cabo la extracción del ADN (Materiales y Métodos). La microbiota duodenal capaz de 

crecer en ese medio, fue caracterizada mediante PCR-DGGE empleando cebadores 

universales. 

2.1. Análisis molecular mediante PCR-DGGE de la microbiota 

obtenida a partir del cultivo de biopsias duodenales 

Para llevar a cabo este análisis molecular se realizaron cultivos de la microbiota 

duodenal de 8 biopsias de individuos adultos no enfermos celiacos (No-ECA), 3 biopsias 

duodenales obtenidas a partir de pacientes adultos enfermos celiacos activos (ECAA), 5 

biopsias procedentes de adultos enfermos celiacos tratados (ECTA), 2 biopsias 

duodenales de niños no enfermos celiacos (No-ECN) y 6 biopsias duodenales de niños 

enfermos celiacos activos (ECAN) (Anexo 1). Todas estas muestras duodenales fueron 

diferentes a las empleadas en el apartado anterior. 

Las biopsias se inocularon en 10 mL de medio MCB y se incubaron a 37ºC durante 

48 horas en condiciones microóxicas. Tras la incubación, se extrajo el ADN del cultivo, 

y mediante PCR se amplificó un fragmento del ADNr 16S utilizando dos parejas de 
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oligonucleótidos. Por un lado se emplearon los cebadores universales HDA1GC/HDA2 

que amplifican un fragmento de aproximadamente 200 pb correspondiente a la región 

V3 del ADNr 16S (Anexo 2) y los oligonucleótidos F968GC/R1401 que dan lugar a un 

fragmento de aproximadamente 450 pb de la región V6-V8 del ADNr 16S (descritos en 

Materiales y Métodos) (Anexo 2). Una vez realizada la PCR a partir del ADN de cada 

uno de los cultivos, se hizo un análisis previo de los resultados obtenidos en geles de 

agarosa, cargando una alícuota de 5 µL de cada muestra. Tras la tinción con bromuro de 

etidio, se observó que en todos los casos se obtenía una única banda del tamaño 

correspondiente. 

Los productos de PCR de la región V3 del ADNr 16S fueron separados mediante la 

técnica del DGGE en geles del 10% de acrilamida/bisacrilamida en un gradiente 

desnaturalizante de urea y formamida (35-55%). La electroforesis se llevó a cabo a un 

voltaje constante de 70 V y una temperatura de 60ºC durante 15 horas. 

 

 

Figura 14. Perfiles de DGGE de las comunidades de bacterias obtenidas a partir del cultivo en un medio 

con gluten de biopsias procedentes de niños no enfermos celiacos (No-ECN) (carriles 1 y 2), niños 
enfermos celiacos activos (ECAN) (carriles desde el 3 al 8), adultos no enfermos celiacos (No-ECA) 

(carriles del 9 al 16), adultos enfermos celiacos activos (ECAA) (carriles del 17 al 19) y adultos enfermos 

celiacos tratados (ECTA) (carriles del 20 al 24). Los cebadores empleados para llevar a cabo la reacción 

de PCR fueron HDA1GC/HDA2. Los números indican los fragmentos secuenciados, cuya identificación 

se muestra en la Tabla 6. 

 

En la Figura 14 se observan los perfiles de DGGE obtenidos a partir de los 

productos de PCR de la región V3 empleando como molde el ADN de los cultivos de 

biopsias duodenales. Los diferentes perfiles mostraron entre 1 a 5 bandas intensas y 

bien resueltas. El resto de las bandas eran tenues o daban lugar a un smear. No se 

observaron diferencias en cuanto a número de bandas entre individuos sanos y enfermos 
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celiacos, tanto activos como tratados. Ni tampoco se apreciaron diferencias asociadas a 

la edad. Se llevó a cabo un análisis de agrupamiento mediante el método UPGMA 

basado en el coeficiente de Dice. Debido a la simplicidad en los perfiles electroforéticos 

y que el número de individuos analizados de cada tipo fue muy bajo, no se observó 

ningún agrupamiento claro de las muestras en base a las diferentes variables del estudio 

(Figura 15). 

 

Figura 15. Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos de DGGE del total de 
bacterias obtenidos a partir de muestras duodenales de niños no enfermos celiacos (No-ECN, rojo), niños 

enfermos celiacos activos (ECAN, rosa), adultos no enfermos celiacos (No-ECA, azul oscuro), adultos 

enfermos celiacos activos (ECAA, azul claro) y adultos enfermos celiacos tratados (ECTA, azul turquesa) 

empleando los cebadores universales HDA1GC/HDA2 basado en el índice de similitud de Dice y el 

algoritmo UPGMA. 
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Por el contrario, si que se seleccionaron varias bandas para llevar a cabo su 

identificación molecular. Los productos de PCR que fueron identificados por 

secuenciación a partir de las bandas del DGGE aparecen en la Tabla 6. Para completar 

la identificación molecular de cada una de las bandas secuenciadas se llevó a cabo un 

análisis filogenético. La frecuencia de las diferentes especies detectadas mediante PCR-

DGGE se muestra en la Tabla 7.  

n  

Bandas identificadas Especie identificada 
Identidad 

(%) 

H22 Bacillus cereus (JF798687) 100 

H26 Clostridium perfringens (AB627081) 100 

H32 Granulicatella elegans o G. adiacens (JF803525) 100 

H63 Haemophilus influenza (JF803592) 100 

H35 Lactobacillus crispatus (AY335504) 100 

H44 Lactobacillus gasseri (JF7200071) 100 

H31 Lactobacillus mucosae (FR693800) 100 

H56, H58 Staphylococcus epidermidis (JF799903) 100 
H38, H59 Staphylococcus hominis (JF799908) 100 

H23, H27, H34, H42, H54, H60,  Streptococcus oralis o S. mitis (GU326240 o 

AF543291) 

100 

H21, H25, H33, H45, H46, H53, 

H55, H64 

Streptococcus salivarius (JF803598) 100 

Tabla 6. Especies del Dominio Bacteria identificadas a partir de la secuenciación de bandas de DGGE 

amplificadas a partir del ADN del cultivo de biopsias duodenales con los oligonucleótidos 

HDA1GC/HDA2. Entre paréntesis se indica el número de acceso de los parientes más próximos 

determinado por la búsqueda de secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN. 

 

 

Grupo bacteriano 
No-ECN 

N=2 

ECAN 

N=6 

No-ECA 

N=8 

ECAA 

N=3 

ECTA 

N=5 

Bacillus cereus 0 1 0 0 0 

Clostridium perfringens 0 0 0 1 0 

Granulicatella elegans o G. adiacens 0 0 2 0 0 

Haemophilus influenza 0 1 0 0 0 

Lactobacillus crispatus 0 0 1 0 0 

Lactobacillus gasseri 0 0 0 0 1 

Lactobacillus mucosae o L. fermentum 0 2 0 0 0 

Staphylococcus epidermidis 1 0 0 0 0 

Staphylococcus hominis 1 0 1 0 0 

Streptococcus oralis o S. mitis 0 2 5 1 4 

Streptococcus salivarius 1 4 6 2 4 

Tabla 7. Frecuencia de detección de las diferentes especies identificadas mediante PCR-DGGE 

empleando los cebadores universales HDA1GC/HDA2 a partir del ADN extraído del cultivo de 

biopsias duodenales de niños no enfermos celiacos (No-ECN), niños enfermos celiacos activos 
(ECAN), adultos no enfermos celiacos (No-ECA), adultos enfermos celiacos activos (ECAA) y 

adultos enfermos celiacos tratados (ECTA). 

 

Dentro de las diferentes especies identificadas, predominó Streptococcus salivarius 

y S. oralis que fueron detectados en prácticamente todos los individuos, tanto niños 

como adultos independientemente de la enfermedad. Por el contrario, Bacillus cereus, 

Haemophilus influenza, Lactobacillus mucosae y Staphylococcus epidermidis sólo 
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fueron detectados a partir del cultivo de biopsias de niños, pero con una frecuencia muy 

baja. A partir del cultivo de biopsias procedentes de individuos adultos, también 

aparecieron con baja frecuencia especies como Clostridium perfringens, Granulicatella 

elegans o G. adiacens, Lactobacillus crispatus y L. gasseri. 

Los productos de PCR generados por los cebadores F968GC/R1401 fueron 

separados mediante DGGE en geles del 8% de acrilamida/bisacrilamida en un gradiente 

desnaturalizante del 40-60% de urea y formamida. Como se observa en la Figura 16, los 

patrones de bandas de DGGE obtenidos con los cebadores universales correspondientes 

a la región V6-V8 del ADNr 16S, mostraron muy pocas bandas (entre 1 a 4 bandas), 

pero la gran mayoría estaban bien resueltas. No se pudo asociar ningún perfil 

electroforético a la enfermedad, ni tampoco se observaron diferencias en cuanto a 

número de bandas entre niños y adultos y entre sanos y enfermos. Dada la simplicidad 

de los perfiles de bandas obtenidos con los cebadores F968GC/R1401, no se llevó a 

cabo un análisis de agrupamiento. 
 

F35

 

Figura 16. Perfiles de DGGE de las comunidades de bacterias obtenidas a partir del cultivo de biopsias 

en un medio con gluten de niños no enfermos celiacos (No-ECN) (carriles 1 y 2), niños enfermos celiacos 
activos (ECAN) (carriles del 3 al 8), adultos no enfermos celiacos (No-ECA) (carriles del 9 al 16), adultos 

enfermos celiacos activos (ECAA) (carriles del 17 al 19) y adultos enfermos celiacos tratados (ECTA) 

(carriles del 20 al 24). Los cebadores empleados para llevar a cabo la reacción de PCR fueron 

F968GC/R1401. Los números indican los fragmentos secuenciados, cuya identificación se muestra en la 

Tabla 8. 

 

Se seleccionaron varias bandas para llevar a cabo su identificación molecular. Los 

productos de PCR que fueron identificados por secuenciación a partir de las bandas del 

DGGE aparecen en la Tabla 8. La frecuencia de cada una de esas bandas se muestra en 



Resultados y Discusión 

 

105 
 

la Tabla 9. Los resultados fueron similares a los obtenidos con los cebadores que 

amplifican la región V3, ya que las especies identificadas fueron las mismas, con la 

aparición de algunas nuevas.  

Bandas identificadas Especie identificada 
Identidad 

(%) 

F30 Bacillus cereus (DQ884352) 100 

F38 Clostridium perfringens (AB588015) 100 

F66 Gemella haemolysans (JF803540) 100 

F70 Gemella sanguinis (NR026419) 99 

F32, F34, F46 
Granulicatella elegans o G. adiacens 

(AB252689 o HM856620) 
100 

F50 Lactobacillus crispatus (FR683088) 99 

F54, F62 Lactobacillus gasseri (GU454858) 99 
F52, F67 Staphylococcus hominis (HQ908730) 99 

F33, F40, F53, F55, F69 Streptococcus oralis (GU326240) 99 

F29, F31, F35, F47, F49, F51, F56, 

F58, F63, F65, F71  
Streptococcus salivarius (AB608747) 99 

F39 Streptococcus peronis (EU156772) 98 

Tabla 8. Especies del Dominio Bacteria identificadas a partir de la secuenciación de bandas de DGGE 

amplificadas a partir del ADN del cultivo de biopsias duodenales con los oligonucleótidos 

F968GC/R1401. Entre paréntesis se indica el número de acceso de los parientes más próximos 

determinado por la búsqueda de secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN. 

 

Grupo bacteriano 
No-ECN 

N=2 

ECAN 

N=6 

No-ECA 

N=8 

ECAA 

N=3 

ECTA 

N=5 

Bacillus cereus 0 1 0 0 0 

Clostridium perfringens 0 0 0 2 0 

Gemella haemolysans 0 0 1 0 0 

Gemella sanguinis 0 1 0 0 1 

Granulicatella elegans o 

G. adiacens 
0 4 2 0 2 

Lactobacillus crispatus 0 0 1 0 0 

Lactobacillus gasseri 0 0 1 0 1 
Staphylococcus hominis 1 0 1 0 0 

Streptococcus oralis 0 1 3 1 3 

Streptococcus salivarius 1 5 6 1 3 

Streptococcus peronis 0 0 0 1 0 

Tabla 9. Frecuencia de detección de las diferentes especies identificadas mediante secuenciación 

de las diferentes bandas obtenidas empleando los cebadores universales F968GC/R1401 a partir 

del ADN extraído del cultivo de biopsias duodenales de niños no enfermos celiacos (No-ECN), 

niños enfermos celiacos activos (ECAN), adultos no enfermos celiacos (No-ECA), adultos 

enfermos celiacos activos (ECAA) y adultos enfermos celiacos tratados (ECTA). 

 

De nuevo, los fragmentos amplificados correspondientes a las especies 

Streptococcus oralis y S. salivarius aparecieron en prácticamente todos los individuos 

sanos y enfermos, independientemente de la edad. Por el contrario Granulicatella 

elegans o G. adiacens fue detectada en 4 de los 6 niños ECA y no aparece en ninguno 

de los niños sanos. El resto de las especies identificadas su frecuencia fue muy baja, ya 

que aparecían en tan solo una o dos de las biopsias analizadas (Tabla 11). 
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2.2. Análisis molecular de la microbiota obtenida a partir del 

cultivo de biopsias duodenales mediante la construcción de 

colecciones de clones del ADNr 16S 

Se ha establecido que la técnica PCR-DGGE (Cocolin et al., 2001; van Beek & 

Priest, 2002) es capaz de detectar las especies más abundantes de una comunidad, 

obviándose aquellas especies menos representadas. Por este motivo, se llevó a cabo la 

construcción de colecciones de clones del ADNr 16S para comprobar si los resultados 

obtenidos eran similares o por el contrario se detectaban nuevas especies que no habían 

sido identificadas mediante PCR-DGGE. 

Para llevar a cabo la construcción de las colecciones de clones se seleccionaron 5 

biopsias de las anteriores (No-ECA8, No-ECA14, ECAA8, ECTA7 y ECTA9; Anexo 1). 

Todas ellas pertenecieron a individuos adultos. A partir del ADN extraído de cada uno 

de los cultivos de las biopsias seleccionadas, se llevó a cabo una reacción de PCR 

empleando los cebadores 27F/E939R (descritos en Materiales y Métodos). Una vez 

amplificado el fragmento del tamaño correspondiente (aproximadamente 900 pb; Anexo 

2) se construyeron la librerías de clones del ADNr 16S, subclonando el producto de 

PCR en el vector pSC-A-amp/kan. Se siguió el protocolo del kit StrataClone PCR 

Cloning de Stratagene (descrito en Materiales y Métodos). A continuación, se llevó a 

cabo la selección de transformantes que portaban el inserto de interés. Se seleccionaron 

alrededor de 100 colonias por cada paciente. Se extrajo el ADN plasmídico, y éste se 

digirió con la enzima de restricción EcoRI que corta a ambos lados del producto de PCR 

que se ha subclonado en el plásmido.  

La construcción de una librería de clones es una técnica larga y compleja, con un 

coste económico alto, por este motivo se intento poner a punto un método que 

permitiese analizar un alto número de clones, pero con un menor esfuerzo de 

secuenciación. Con este objetivo se realizó un fingerprint con la enzima de restricción 

Sau3AI (cuya secuencia de reconocimiento es GATC) de los tranformantes 

seleccionados por contener el inserto de 900 pb. 

Una vez digeridos los plásmidos con Sau3AI, se analizaron en un gel de agarosa 

MS-8 del 3,5%. Los resultados mostraron (Figura 17) en todos los casos la presencia de 

8 bandas comunes correspondientes a la digestión del vector con Sau3AI, y un número 
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variable de bandas específicas en función del inserto. En base a estos resultados, se 

determinó el número de perfiles diferentes de bandas, asumiendo que cada uno de ellos 

se correspondía con una especie diferente. En total se analizaron 453 clones de los 5 

cultivos de biopsias y se observaron en total 13 perfiles de bandas diferentes. 

 

Figura 17. ADN plasmídico digerido con Sau3AI de 28 clones seleccionados al azar de uno de los 

pacientes analizados (carriles desde el 2 al 29). Como marcador de peso molecular se empleo el 

ADN del fago ʎ digerido con PstI (carril 1) y el marcador de peso molecular PCR 100 pb Low 

Ladder de Sigma-Aldrich (carril 30). 

 

En la Tabla 10 aparecen representados el número de clones de cada uno de los 

perfiles diferentes que se observaron a partir del ADN extraído del cultivo de las cinco 

biopsias analizadas. 

Varios transformantes de cada uno de esos perfiles fueron purificados y enviados al 

servicio de secuenciación de la Universidad de León. Cada clon fue secuenciado por las 

dos cadenas. Una vez obtenidas las secuencias, éstas fueron editadas con el programa 

BioEdit y procesadas empleando el paquete informático DNASTAR (EditSeq y 

Seqman). Seguidamente, se llevó a cabo la búsqueda de secuencias similares empleando 

el algoritmo BLASTN.  
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Perfiles No-ECA8 No-ECA14 ECAA8 ECTA7 ECTA9 

P1 4 34 32 32 43 

P2 11 29 38 30 41 

P3 9 8 0 0 8 

P4 8 20 0 0 10 

P5 0 0 0 0 1 

P6 0 1 0 0 0 

P7 0 1 0 0 0 

P8 20 0 0 18 0 

P9 13 0 0 12 0 

P10 0 0 0 2 0 

P11 14 0 0 0 0 

P12 13 0 0 0 0 

P13 1 0 0 0 0 

Total 93 93 70 94 103 

Tabla 10. Número de clones obtenido para cada uno de los 

perfiles diferentes de bandas a partir del DNA obtenido del 

cultivo de 2 biopsias de individuos adultos no enfermos 

celiacos (No-ECA), de enfermos celiacos activos adultos 

(ECAA) y enfermos celiacos tratados adultos (ECTA). 
 

La identificación de cada una de las secuencias fue completada mediante un análisis 

filogenético. Las mismas secuencias que fueron procesadas para la búsqueda con el 

algoritmo BLASTN se alinearon entre sí y con las secuencias seleccionadas en las 

búsquedas, empleando el programa ClustalW. Seguidamente, para llevar a cabo la 

construcción del árbol filogenético se utilizó el programa informático MEGA versión 4, 

seleccionando el método Minimun-Evolution y como modelo de medición de las 

distancias, se eligió el modelo Tamura-Nei. Las secuencias fueron identificadas a nivel 

de especie. 

A partir del árbol filogenético (Figura 18) se observó que no se podía asociar cada 

perfil de bandas a una única especie, sino que en algunos casos varios perfiles se 

correspondían a una especie determinada y por el contrario, en otros casos un mismo 

perfil se podía asociar a diferentes especies.  

Las especies identificadas mediante esta técnica (8 especies distintas) fueron 

similares a las detectadas mediante PCR-DGGE (6 especies distintas), 

independientemente de los diferentes perfiles de bandas (Tabla 11). Incluso se 

detectaton algunas especies nuevas que no fueron detectadas mediante PCR-DGGE. 

Concluyendo, que la utilización de ambas técnicas, para llevar a cabo la caracterización 

molecular de la microbiota duodenal capaz de crecer en un medio de cultivo a base de 

gluten, daba lugar a resultados similares. 
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 ECT  7(11)P1

 ECT  7(17)P1

 ECT  7(4)P2

 ECT  7(2)P2

 ECA  8(4)P1

 No-EC  14(10)P1

 ECA  8(13)P2

 ECA  8(10)P2

 No-EC  14(24)P2

 No-EC 14(25)P2

 ECA  8(12)P1

 ECA  8(15)P2

 ECA  8(1)P1

 Streptococcus salivarius LD219 

 S. salivarius ATCC 7073 

 S. thermophilus T1 

 S. thermophilus DL1 

 No-EC  14(9)P1

 No-EC  8(45)P11

 No-EC  8(36)P2

 No-EC   8(42)P4

 S. salivarius 

 S. salivarius NUM 6069 

 ECT  9(37)P3

 ECT  9(51)P1

 ECT  9(34)P2

 ECT  9(35)P2

 ECT  9(30)P1

 ECT  9(95)P5

 No-EC  14(32)P7

 No-EC  14(27)P3

 Streptococcus parasanguinis ATCC 15912 

 ECT  9(41)P4

 No-EC  14(7)P4

 S. parasanguinis F0405 

 No-EC  8(39)P1

 No-EC  14(8)P4

 ECT  9(105)P4

 No-EC  8(43)P12

 No-EC  8(57)P1

 ECT  9(52)P3

 Streptococcus mitis KCOM 

 S. mitis NS51 ATCC 49456 

 No-EC  14(20)P3

 S. mitis Sm91 

 ECT  7(7)P9

 No-EC  8(53)P8

 ECT  7(12)P8

 ECT  7(1)P9

 No-EC  8(54)P11

 Lactobacillus gasseri  DSM 20243

 L. gasseri ATCC 33323 

 ECT  7(10)P9

 ECT  7(6)P10

 ECT  7(33)P10

 No-EC  14(36)P6

 Gemella haemolysans ATCC 10379 

 Staphylococcus epidermidis NM62-4 

 S. aureus sc-sa 1

 No-EC  8(41)P2

 No-EC  8(56)P8

 No-EC  8(55)P4

 No-EC  8(71)P3

 Staphylococcus hominis GPL6 

 Staphylococcus haemolyticus A5 

 No-EC  8(40)P9

 No-EC  8(37)P12

 No-EC  8(33)P9

 No-EC  8(88)P3

 No-EC  8(24)P13

 S. devriesei KS-SDV 

 S. haemolyticus CU37-21

 S. haemolyticus R-38532 

0.02  

Figura 18. Árbol filogenético de los clones con los perfiles seleccionados. El árbol se ha 

construido de acuerdo al algoritmo Minimum-Evolution. En el nombre de cada clon se indica el 

perfil que presenta. 
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Paciente  Colección de clones (Digestión Sau3AI) PCR-DGGE 

No-ECA8 

Streptococcus salivarius 

Streptococcus mitis 
Lactobacillus gasseri 

Staphylococcus hominis 

Staphylococcus haemolyticus 

 

Streptococcus salivarius 

Streptococcus mitis o S.oralis 
Lactobacillus gasseri 

Staphylococcus hominis 

No-ECA14 

Streptococcus salivarius 

Streptococcus mitis 

Streptococcus parasanginis 

 

Gemella haemolysans 

 

Streptococcus salivarius 

Streptococcus oralis o S. mitis 

 

Granulicatella adiacens o G. elegans 

Gemella haemolysans 

ECAA8 
Streptococcus salivarius 

 

Streptococcus salivarius 

 

ECTA7 

Streptococcus salivarius 

Lactobacillus gasseri 
No cultivada 

 

Streptococcus salivarius 

Lactobacillus gasseri 

ECTA9 

Streptococcus salivarius 

 

Streptococcus parasanguinis 

Streptococcus mitis 

 

Streptococcus salivarius 

Granulicatella adiacens o G. elegans 

 

Streptococcus mitis o S.oralis 

Tabla 11. Comparación entre los resultados obtenidos a partir de la construcción de 

colecciones de clones y los resultados obtenidos mediante PCR-DGGE a partir del ADN del 

cultivo de biopsias de individuos no enfermos celiacos adultos (No-ECA), pacientes enfermos 

celiacos activos adultos (ECAA) y pacientes enfermos celiacos tratados adultos (ECTA). 

 

2.3. Aislamiento e identificación de la microbiota duodenal capaz 

de crecer en un medio de cultivo con gluten 

La microbiota identificada mediante PCR-DGGE y mediante las colecciones de 

clones en los apartados 2.1 y 2.2 está creciendo en un medio de cultivo con gluten como 

única fuente de nitrógeno. No se observó un patrón de especies bacterianas asociadas a 

la EC o a los individuos no enfermos celiacos. Por tanto, aunque comparten especies y 

otras son distintas, quizás la diferencia esté en la funcionalidad de las cepas que estén 

creciendo en ese medio. Para estudiar esas cepas se planteó su aislamiento, 

identificación y caracterización preliminar.  

Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron 4 biopsias de las anteriores (No-

ECN7, No-ECA14, ECAA8, y ECTA9; Anexo 1). Inicialmente, las biopsias se inocularon 

en 10 mL de medio líquido MCB (descrito en Materiales y Métodos). Se icubaron a 

37ºC durante 48 horas en condiciones microóxicas. Transcurrido ese tiempo, se 

plaquearon diluciones seriadas de los diferentes cultivos en placas que contenían el 

medio MCB sólido. 
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Después de incubar cada una de las diluciones en las mismas condiciones que antes, 

se hizo un análisis de visu de las distintas morfologías de las colonias crecidas en medio 

MCB sólido. Se aislaron entre 2 y 3 colonias de cada una de las morfologías que se 

observaron. El siguiente paso fue conseguir obtener cultivos puros de cada una de las 

morfologías. Para ello, se hicieron al menos tres siembras en aislamiento por 

agotamiento de cada colonia seleccionada. 

Para realizar la identificación molecular de las bacterias presentes en las colonias 

seleccionadas, se extrajo el ADN de los cultivos puros. Seguidamente, se llevó a cabo 

una reacción de PCR empleando los oligonucleótidos 27F/E939R (descritos en 

Materiales y Métodos) (Anexo 2). Los productos de PCR de aproximadamente 900 pb 

fueron subclonados en el vector pSC-A-amp/kan. Se seleccionó un transformante para 

cada una de las morfologías, que después de purificar su ADN plasmídico, fue enviado 

al servicio de secuenciación de la Universidad de León. Las secuencias obtenidas fueron 

editadas y procesadas, para luego llevar a cabo la búsqueda de secuencias similares 

empleando el algoritmo BLASTN. Para completar la identificación molecular de cada 

una de las secuencias, se construyó un árbol filogenético con el programa informático 

MEGA versión 4. 

Los resultados obtenidos (Figura 19) a partir del análisis filogenético determinaron 

que la microbiota asociada al cultivo de biopsias duodenales en un medio de cultivo con 

gluten está dominada por los microorganismos: Streptococcus salivarius, Lactobacillus 

gasseri, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis y Escherichia coli. Estos 

resultados fueron similares a los obtenidos mediante PCR-DGGE y mediante la 

construcción de colecciones de clones (Tabla 12).  

Una vez identificadas las diferentes colonias, se determinó la actividad proteolítica 

mediante bioensayo en placa frente a diferentes sustratos: gelatina, caseína y gluten. Las 

placas inoculadas con estos microorganismos se incubaron a 37ºC durante 24 horas. Los 

microorganismos aislados a partir de pacientes sanos fueron Staphylococcus hominis, S. 

epidermidis, Streptococcus salivarius y Escherichia coli. Algunos de estos 

microorganismos (en particular las diferentes cepas de S. hominis y S. epidermidis) 

presentaron una actividad proteolítica intensa frente al gluten. También mostraron 

actividad proteolítica frente a la gelatina, aunque la intensidad frente a este sustrato 

varió en función de las diferentes cepas aisladas (Tabla 12). Los microorganismos 
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aislados a partir del paciente enfermo celiaco tratado no presentaron actividad 

proteolítica frente al gluten, pero si frente a la gelatina. Y por el contrario, a partir del 

paciente enfermo celiaco activo se aisló únicamente Streptococcus salivarius que no 

mostró actividad proteolítica, pero si fue capaz de crecer de forma dominante sobre un 

medio con gluten. Actualmente estamos llevando a cabo estudios distintos con estas 

cepas para determinar si son capaces de llevar a cabo la detoxificación completa del 

gluten. 

 

Paciente 

Morfologías 

seleccionadas 

(código) 

Especie identificada  Gluten Gelatina Caseína 

No-ECN7 

A1 Staphylococcus hominis Si (+++) Si (++) No 

A2 Staphylococcus hominis Si (+++) Si (+++) No 

B1 Staphylococcus epidermidis Si (+++) Si (+) No 

B2 Staphylococcus epidermidis Si (+++) Si(+) No 

B3 Staphylococcus epidermidis Si (+++) Si(+) No 

C1 Staphylococcus epidermidis Si (+++) Si(++) No 

C2 

 

Staphylococcus epidermidis 

 

Si (+++) Si(+++) No 

No-ECA14 

 

A1 Streptococcus salivarius No No No 
A2 Streptococcus salivarius No No No 
B1 Streptococcus salivarius No No No 
B3 Streptococcus salivarius No No No 
C1 Streptococcus salivarius No No No 
C2 Escherichia coli No No No 
D1 

 

Staphylococcus epidermidis 

 

Si (+++) Si (+++) No 

ECAA8 

 

A1 Streptococcus salivarius No No No 
A2 

 

Streptococcus salivarius 

 

No No No 

ECTA9 

 

A1 Lactobacillus gasseri No Si(++) No 

A3 Lactobacillus gasseri No Si (+++) No 
B1 Lactobacillus gasseri No Si (+++) No 
B3 Lactobacillus gasseri No Si (+++) No 
C1 Streptococcus salivarius No No No 
C3 

 

Streptococcus salivarius 

 

No No No 

Tabla 12. Cepas identificadas de cada uno de los pacientes seleccionados. Se muestra las diferencias de actividad 

proteolítica frente a diferentes sustratos: gluten, gelatina y caseína. +++ actividad intensa, ++ actividad intermedia 

+ actividad leve. 
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 No-EC  7 B1

 No-EC  14 D1

 No-EC  7 C1

 No-EC  7 C2

 No-EC  7 B3

 No-EC  7 B2

 u. Staphylococcus sp. 

 Staphylococcus epidermidis HNR19 

 Staphylococcus. sp. SRC DSE14 

 S. epidermidis MB 16S ribosomal RNA

 No-EC  7 A1

 No-EC  7 A2

 Staphylococcus hominis GPL6 

 S. hominis 3A5 

 Lactobacillus gasseri IDCC 3102 

 L. gasseri BL223 

 L. gasseri ATCC 33323 

 ECT  9 A1

 ECT  9 A3

 L. gasseri DSM 20243

 ECT  9 B3

 ECT  9 B1

 ECT  9 C3

 ECT  9 C1

 Streptococcus salivarius 16S rRNA

 S. salivarius 16S ribosomal RNA

 ECA  8 A2

 No-EC  14 A1

 No-EC  14 A2

 ECA  8 A1

 No-EC  14 B3

 No-EC  14 C1

 No-EC  14 B1

 S. salivarius ATCC 7073 

 S. salivarius LD219 

 S. vestibularis F0396 

 No-EC  14 C2

 E. coli Acj 212 16S ribosomal RNA

0.02  

Figura 19. Árbol filogenético de las secuencias procedentes de las colonias aisladas a partir del 
cultivo de biopsias en medio MCB sólido. El árbol se ha construido de acuerdo con el algoritmo 

Minimun-Evolution. 
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2.4. Discusión 

El gluten del trigo y proteínas similares del centeno y la cebada son los responsables 

del daño histológico a nivel duodenal que tiene lugar en la EC (Arentz-Hansen et al., 

2000). La microbiota intestinal desarrolla una intensa actividad metabólica en el 

organismo humano, actuando en la digestión de componentes de la dieta, como 

polisacáridos complejos y, en menor medida, proteínas, entre las que se incluye el gluten 

(Caminero et al., 2011). Pero, hay un conocimiento escaso sobre el papel que llevan a 

cabo los microorganismos sobre el metabolismo del gluten. En un estudio previo llevado 

a cabo por Bernardo et al. (2009), se describió por primera vez la existencia de un patrón 

específico de metaloproteasas bacterianas con capacidad de degradar gliadina en la 

mucosa duodenal de pacientes con EC. En consecuencia de este hecho y de acuerdo con 

las nuevas evidencias que señalan a una posible contribución bacteriana en el desarrollo 

de la EC (Forsberg et al., 2004; Collado et al., 2007; Nadal et al., 2007, Sanz et al., 

2007a), nos planteamos estudiar molecularmente la microbiota desarrollada a partir del 

cultivo de biopsias en un medio que contenía gluten como única fuente de nitrógeno. 

2.4.1. La microbiota duodenal identificada mediante PCR-DGGE a partir del 

cultivo de biopsias está dominada por Streptococcus salivarius y S. oralis 

El análisis mediante PCR-DGGE mostró que la microbiota duodenal capaz de crecer 

en el MCB, un medio de cultivo a base de gluten como única fuente de nitrógeno, está 

dominada por Streptococcus salivarius y S. oralis, ya que fueron identificados en el 71% 

y 50% (respectivamente) de las biopsias analizadas. Varios estudios han descrito que 

determinadas cepas de Streptococcus salivarius pueden ser empleadas como probióticos, 

ya que son capaces de inducir una respuesta anti-inflamatoria y ejercer un efecto 

protector frente a la apoptosis inducida por patógenos (Cosseau et al., 2008; Sliepen et 

al., 2009). La predominancia de este género, también ha sido reflejada en varios trabajos 

que han empleando técnicas clásicas de cultivo para caracterizar la microbiota del 

duodeno (Sullivan et al., 2003; Zilberstein et al., 2007).  

Otros géneros como Lactobacillus, Gemella, Haemophilus, Clostridium, 

Granulicatella y Staphylococcus también se detectan mediante PCR-DGGE, aunque con 

una frecuencia más baja. Lo que caracteriza a todos estos microorganimos, es que son 

capaces de crecer sobre un medio de cultivo que contiene el gluten como única fuente de 

nitrógeno. Esto puede ser explicado por diferentes razones; i) porque presentan actividad 
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proteolítica frente al gluten; ii) por el contrario carecen de esa actividad, pero son capaces 

de crecer en ese medio gracias a los nutrientes que le aportan otros microorganismos que 

si son capaces de hidrolizar el gluten; iii) o su crecimiento se ve favorecido, porque son 

capaces de emplear los péptidos de menor tamaño que se originan como consecuencia de 

la digestión parcial del gluten con pepsina. 

No se ha observado un perfil de especies bacterianas asociadas a la EC o a los 

individuos no enfermos celiacos. Quizás esto se deba a que los microorganismos 

presentes en el duodeno no pueden crecer en el medio de cultivo MCB. De hecho, en el 

apartado 1.3. de resultados de esta Tesis Doctoral se muestra que una parte importante de 

la microbiota duodenal de los adultos está formada por bacterias aún no cultivadas (que 

llamamos OTUs). A menudo, para el cultivo de microorganismos del tracto 

gastrointestinal se emplean medios de cultivo complejos (como por ejemplo Brain Heart 

Infusion broth, Brucella broth, etc.,) (Yun et al., 2005; Sainsus et al., 2008) que se 

caracterizan por presentar hidrolizados de productos animales o vegetales, como caseína, 

carne, soja, extracto de levaduras u otras sustancias nutritivas que favorecen el 

crecimiento de muchos microorganismos. Sin embargo, el medio MCB carece de esos 

componentes, lo que hace que se trate de un medio de cultivo más exigente para el 

crecimiento de los microorganismos. También puede ocurrir que las condiciones de 

cultivo (pH, temperatura, oxígeno) no hayan sido las más idóneas y por este motivo 

podemos estar perdiendo información acerca de la microbiota que es capaz de crecer en 

un medio de cultivo a base de gluten. 

2.4.2. La construcción de una colección de clones, seguida de un fingerprint con 

Sau3AI supone un menor esfuerzo de secuenciación 

Se ha establecido que la técnica PCR-DGGE es capaz de detectar entre el 90-99% de 

las especies más representativas de una comunidad, sin discriminar entre células vivas, 

células muertas o células en un estado no cultivable. Sin embargo, esta técnica no refleja 

la presencia de otras especies de bacterias menos representativas que si pueden ser 

detectadas mediante colecciones de clones o mediante técnicas clásicas de cultivo 

(Cocolin et al., 2001; van Beek & Priest, 2002). Por este motivo, a partir de la 

construcción de colecciónes de clones, quisimos comprobar si se obtenían los mismos 

resultados o si por el contrario estábamos perdiendo información acerca de la microbiota 

que es capaz de crecer en el medio MCB. 
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Los resultados obtenidos a partir de la colección de clones (8 especies distintas) 

fueron similares a los obtenidos mediante PCR-DGGE (6 especies distintas). De hecho, 

se detectaron 2 especies que no habían sido identificadas mediante PCR-DGGE. 

Streptococcus salivarius predominó de nuevo en las 5 biopsias analizadas, junto con otros 

géneros como Staphylococcus, Gemella y Lactobacillus que aparecieron con una 

frecuencia menor.  

La construcción de una colección de clones, es una técnica laboriosa ya que implica 

la secuenciación de un alto número de clones. En el apartado 1.1 de los resultados, por 

cada paciente se estudiaron alrededor de 50 clones y todos fueron enviados a secuenciar. 

En total, se secuenciaron 1.420 clones de los 28 individuos analizados, y esto supuso un 

alto coste económico, ya que cada secuencia tiene un precio apróximado de 6 euros. Para 

intentar reducir este coste, nosotros amplificamos un fragmento de 450 pb, que solamente 

fue secuenciado por una cadena. Pero esta reducción en el tamaño del fragmento 

amplificado, solamente nos permitió la identificación a nivel de género. Una vez otenidas 

las secuencias, se lleva a cabo un proceso laborioso y largo de edición, alineamiento e 

identificación filogenética de las secuencias. Por este motivo, se intentó poner a punto un 

método que permitiese analizar un mayor número de clones, disminuyendo el esfuerzo de 

secuenciación. Para ello, se propuso seleccionar los clones en función de los diferentes 

perfiles de bandas obtenidos a partir de la digestión de los transformantes con la enzima 

de restricción Sau3AI. Se empleó esta enzima, ya que presenta una alta frecuencia de 

corte. Por cada paciente se estudiaron alrededor de 100 clones, de los cuales se enviaron a 

secuenciar 2 o 3 de cada uno de los perfiles diferentes que se observaron. En total, se 

analizaron 453 clones de los 5 cultivos de biopsias analizados y sólo se enviaron a 

secuenciar 52 clones. Esta reducción en el número de clones (aproximadamente 90%) 

enviados a secuenciar, nos permitió analizar un fragmento mayor del ADNr 16S (900 pb), 

permitiendo así la identificación de las secuencias a nivel de especie. Teniendo en cuenta 

estos aspectos, la metodología se puede considerar eficaz, ya que supone un ahorro de 

tiempo, una reducción en el coste económico y una mejoría en la identificación de las 

secuencias. 

Sin embargo, el inconveniente que presenta esta técnica fue que a partir del árbol 

filogenético, se observó que no se podía asociar cada perfil de bandas a una única 

especie, sino que en algunos casos varios perfiles se correspondían a una especie 

determinada. Una posible explicación a este hecho, es que el número de copias del 
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operon ribosómico por genoma bacteriano varía considerablemente, de 1 a 15 copias 

(Klappenbach et al., 2001). Por ejemplo, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 se ha 

descrito que presenta 5 copias del ADNr 16S (Zhang et al., 2003) o Lactobacillus gasseri 

ATCC 33323 se caracteriza por presentar 6 copias del operon ribosomal 16S (Makarova 

et al., 2006). En otros casos, un mismo perfil se podía asociar a diferentes especies, lo 

cual se podía deber a que la resolución de los geles de agarosa no fue la más adecuada, 

por lo que sería necesario incrementar el porcentaje de agarosa o emplear geles de 

acrilamida. 

2.4.3. Staphylococcus hominis y S. epidermidis mostraron actividad proteolítica 

frente al gluten 

Nosotros esperábamos encontrar un patrón de especies bacterianas asociadas a la EC 

diferente al de los individuos no enfermos celiacos. Sin embargo, la microbiota duodenal 

identificada mediante PCR-DGGE y mediante la construcción de una colección de clones 

a partir del cultivo de las biopsias, no mostró ningún cambio. Por este motivo, nos 

planteamos que quizás las diferencias estuvieran asociadas a la funcionalidad de las 

distintas cepas que son capaces de crecer en el medio MCB. Los enterotipos que 

determinan la microbiota intestinal, en la mayoría de los casos se definen por la 

composición de especies. Pero las funciones moleculares no siempre son llevadas a cabo 

por las especies más abundantes, por ello resulta necesario llevar a cabo también un 

análisis funcional para poder entender a las comunidades microbianas (Arumugam et al., 

2011). 

A partir del cultivo de biopsias de individuos no enfermos celiacos se aislaron varios 

microorganismos y algunos de ellos, como Staphylococcus hominis y S. epidermidis 

presentaron actividad proteolítica intensa frente al gluten y en menor medida frente a la 

gelatina. Se ha descrito que Staphylococcus epidermidis expresa diferentes proteasas 

entre ellas, una glutamil-endopeptidasa. Esta enzima es una serín proteasa que actúa 

sobre el grupo carbonilo de la glutamina (Ohara-Nemoto et al., 2002). La gliadina 

pertenece a una familia de proteínas ricas en prolina y glutamina y es el principal 

componente inmunogénico del gluten. El desarrollo de la EC esta sujeto a la presencia de 

péptidos tóxicos derivados de la fragmentación de las gliadinas, los cuales no pueden ser 

digeridos por las proteasas digestivas humanas (Morón et al., 2008). S. epidermidis, 
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debido a esta actividad proteolítica podría detoxificar el gluten o por el contrario generar 

péptidos tóxicos. Por ello estamos llevando a cabo más estudios con estas cepas.  

Por otro lado, los microorganismos aislados a partir del cultivo de biopsia del 

paciente enfermo celiaco tratado fueron Streptococcus salivarius y Lactobacillus gasseri. 

Ninguno de los dos manifestó actividad proteolítica frente al gluten, mientras que 

Lactobacillus gasseri mostró actividad proteolítica frente a la gelatina. El sistema 

proteolítico de las bacterias ácido lácticas sobre el gluten ha estado sujeto a varios 

estudios (Di Cagno et al., 2002; Rollan et al., 2005; Rizzello et al., 2007), y se ha 

descrito que determinadas cepas de bacterias ácido lácticas son capaces de degradar 

fragmentos de α-gliadina (ricos en prolina), los cuales estan implicados en el desarrollo 

de la EC (Gerez et al., 2008). Otro ejemplo, es el probiótico VSL#3, constituído por la 

asociación de varias cepas del género Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, 

que además de llevar a cabo un efecto protector frente a la inflamación, también se ha 

descrito que presentan capacidad para hidrolizar los polipéptidos de gliadina responsables 

de la EC (De Angelis et al., 2006). El hecho de que estas cepas aisladas de Streptococcus 

y Lactobacillus no sean capaces de degradar el gluten, se podría deber a que dicha 

actividad proteolítica sólo se manifieste en combinación con otras peptidasas liberadas 

por otras bacterias ácido lácticas. 

A partir del cultivo de biopsia del paciente enfermo celiaco activo, se aisló 

únicamente la especie Streptococcus salivarius, que no presentó actividad proteolítica 

frente a ninguno de los sustratos bioensayados, pero si fue capaz de crecer sobre el medio 

MCB de forma dominante. No se ha descrito que S. salivarius manifieste una actividad 

proteolítica extracelular fuerte (Delorme et al., 2010). Al contrario de lo que ocurre con 

S. thermophilus, que está filogenéticamente muy próximo a S. salivarius. Este 

microorganismo, que se aisla frecuentemente de los productos lácteos, si que presenta 

actividad proteolítica frente a la caseína de la leche. Probablemente la adquisición del gen 

que codifica para esa proteasa, haya sido adquirido por transferencia horizontal (Delorme 

et al., 2010). Otras especies del género Streptococcus, también se ha descrito que 

presentan actividad proteolítica, como por ejemplo S. oralis, S. mitis, S. sanguinis o S. 

pneumoniae (Lo & Hughes, 1996; Poulsen et al., 1998). Todas estas especies no fueron 

aisladas a partir del cultivo en placa, pero si se detectaron mediante PCR-DGGE y 

mediante la colección de clones. Esta ausencia de actividad proteolítica en los pacientes 

enfermos celiacos activos es contradictoria a los resultados obtenidos por Bernardo et al. 
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(2009) que describieron un patrón específico de metaloproteasas bacterianas con 

capacidad de degradar gliadina en la mucosa duodenal de pacientes con EC (tanto activos 

como tratados) que desaparecía en los pacientes control. Una posible explicación a este 

hecho es que dicha actividad realmente no sea bacteriana, sino que sea humana o bien 

que nuestro medio de cultivo y las condiciones de crecimiento no hayan sido las más 

adecuadas para poder detectar dicha actividad. 
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3. ESTUDIO MOLECULAR DE LA MICROBIOTA FECAL DE 

INDIVIDUOS ADULTOS MEDIANTE PCR-DGGE 

Varios trabajos han mostrado la presencia de grupos similares de bacterias en 

biopsias y muestras fecales (Collado et al., 2009b; Kerckhoffs et al., 2009), 

determinando por tanto que la microbiota fecal refleja parcialmente la microbiota 

asociada a la mucosa del intestino delgado. Por este motivo se llevó a cabo un estudio 

molecular de la población bacteriana presente en muestras fecales de individuos adultos 

y se determinó si existían diferencias entre la microbiota fecal de individuos sanos, 

enfermos celiacos activos y enfermos celiacos tratados. La microbiota fecal fue 

caracterizada mediante PCR-DGGE empleando cebadores universales y cebadores 

específicos de grupos (Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides y Clostridium). 

Para el análisis de las comunidades de bacterias presentes en las heces de 

individuos adultos se llevó a cabo la extracción de ADN genómico de 11 muestras 

fecales procedentes de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), 10 muestras fecales 

obtenidas a partir de pacientes enfermos celiacos activos (ECAA) y 11 muestras fecales 

de pacientes enfermos celiacos tratados (ECTA) (Anexo 1). Se siguió el protocolo del kit 

QIAamp DNA Stool Mini de Qiagen (descrito en Materiales y Métodos). 

3.1. Análisis molecular de las comunidades de bacterias fecales con 

cebadores universales 

El ADN extraído de las muestras fecales fue amplificado mediante PCR empleando 

los cebadores universales HDA1GC/HDA2 (descritos en Materiales y Métodos). Estos 

oligonucleótidos amplifican un fragmento de unos 200 pb correspondiente a la región 

V3 del ADNr 16S (Anexo 2). Una vez realizadas las reacciones de PCR, se hizo un 

análisis previo de los resultados obtenidos en geles de agarosa, cargando una alícuota de 

5 µL de cada muestra para comprobar que se obtenía una banda única de 

aproximadamente 200 pb. 

Seguidamente, los productos de PCR generados con los cebadores 

HDA1GC/HDA2, fueron separados mediante la técnica del DGGE en geles del 10% de 

acrilamida/bisacrilamida en un gradiente desnaturalizante de urea y formamida. Se 

probaron varios gradientes, empezando primeramente por un gradiente amplio entre el 

0-100% y poco a poco se fue acortando, hasta que se alcanzó la separación óptima de 
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los productos de PCR con un gradiente desnaturalizante del 35-55% de urea y 

formamida. La electroforesis se llevó a cabo durante 15 horas a un voltaje constante de 

70V y una temperatura de 60ºC. 

Los perfiles de DGGE (Figura 20) obtenidos a partir de los productos de PCR de la 

región V3 obtenidos con los cebadores universales fueron complejos y característicos 

para cada uno de los 32 individuos analizados. Sólo algunas bandas fueron comunes 

entre los diferentes carriles. Todos los perfiles presentaron bandas intensas y bien 

resueltas en la parte central del gel, pero también aparecían otras regiones que contenían 

bandas sin resolver o fragmentos separados débilmente, que por lo general se 

observaron en la parte alta del gel.  

 

Figura 20. Perfiles de PCR-DGGE de las comunidades de bacterias obtenidos a 

partir de ADN de muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA1, 

No-ECA2, No-ECA3, No-ECA4 y No-ECA5; carriles del 1 al 5), enfermos celiacos 

activos (ECAA1, ECAA2, ECAA4 y ECAA5; carriles del 6 al 10) y enfermos 

celiacos tratados (ECTA1 y ECTA2; carriles del 11 al 12). 
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Se llevó a cabo un análisis comparativo para determinar la similitud entre los 

diferentes perfiles electroforéticos del DGGE empleando el método UPGMA mediante 

el coeficiente de Dice (descrito en Materiales y Métodos). Se obtuvo un dendograma 

que reflejó el agrupamiento de las comunidades de bacterias de las diferentes muestras 

fecales (Figura 20).  

En el dendograma (Figura 21) se observó la formación de 4 clústers diferentes. El 

primer clúster (Figura 21; A) agrupó la mayor parte de los individuos No-ECAs (10/11), 

2 pacientes ECAA (ECAA1 y ECAA7) y 6 pacientes ECTAs (ECTA1, ECTA5, ECTA11, 

ECTA10, ECTA2, y ECTA4). En los otros 3 clústers (Figura 21; B, C y D) se agruparon 

el resto de los pacientes enfermos celiacos tanto activos (8/10) como tratados (5/11).  

Estos resultados subrayaron la presencia de una microbiota dominante asociada a 

los individuos control, y por el contrario los pacientes enfermos celiacos, 

independientemente del estado de la enfermedad, presentaron una microbiota dispersa 

en los 4 clústers. Gran parte de los pacientes ECTAs se asociaron a la microbiota de los 

individuos control, lo cual podría deberse a la recuperación de la mucosa tras el 

mantenimiento de una dieta libre de gluten. 

El número de bandas de cada individuo en cada perfil de DGGE fue considerado 

como un indicador de la diversidad de la microbiota fecal. En los individuos control el 

número medio de bandas (media 14,09) fue mayor que en los pacientes enfermos 

celiacos activos (media 12,5) y los pacientes enfermos celiacos tratados (media 12,7), 

indicando que la microbiota fecal de los individuos control era más diversa que la 

microbiota de enfermos celiacos. Pero estas diferencias no fueron significativas al 

aplicar el test U de Mann-Whitney (p>0,05). 

El análisis de las muestras fecales mediante DGGE empleando los cebadores 

universales HDA1GC/HDA2 proporcionó una visión generalizada de la diversidad de la 

microbiota fecal de individuos sanos y enfermos celiacos. Por tanto, para completar el 

estudio se caracterizó la microbiota presente en las muestras fecales mediante el empleo 

de oligonucleótidos específicos de grupo, que permitieron obtener una visión más 

profunda de cada una de las subpoblaciones analizadas. 



Resultados y Discusión 

 

123 
 

 

Figura 21. Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos de DGGE obtenidos con 

cebadores universales (HDA1GC/HDA2) a partir de muestras fecales de individuos no enfermos celiacos 

(No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) basado en el índice de 

similitud de Dice y el algoritmo UPGMA. Las letras en rojo indican los diferentes clústers formados.  

A 

B 

C 

D 
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3.2.  Análisis molecular de las comunidades de bacterias fecales con 

cebadores específicos del grupo Lactobacillus 

Se realizó el estudio por PCR-DGGE utilizando los cebadores específicos del grupo 

Lactobacillus. En general, los perfiles electroforéticos del DGGE a partir de los 

productos de PCR obtenidos con los cebadores Lac1 y Lac2GC, mostraron entre 1 a 7 

bandas (Figura 22). 

El perfil de bandas de los individuos no enfermos celiacos (No-ECA) (número 

medio de bandas 3,5) y de los enfermos celiacos activos (ECAA) (media 3,2) presentó 

una mayor diversidad de bacterias del grupo Lactobacillus que el perfil de bandas de los 

enfermos celiacos tratados (ECTA) (media 2,3). Esta diferencia fue significativa 

(p<0,05; U de Mann-Whitney) y podría ser explicada por el factor dieta. También se 

encontraron diferencias significativas en la diversidad entre los individuos No-ECAs y 

los ECTAs (p<0,05, U de Mann-Whitney) que en este caso se podría asociar o bien a la 

presencia de gluten en la dieta o al estado de la mucosa intestinal. 

 

 

Figura 22. Perfiles electroforéticos de DGGE con cebadores del grupo Lactobacillus a partir de muestras 

fecales de 11 individuos no enfermos celiacos (No-ECA) (carriles del 1 al 11), 10 enfermos celiacos activos 

(ECAA) (carriles del 12 al 21) y 11 enfermos celiacos tratados (ECTA) (carriles del 22 al 32). Los números 

indican los fragmentos secuenciados, cuya identificación se muestra en la Tabla 13. 

 

A partir del análisis de los perfiles electroforéticos mediante el coeficiente de Dice 

y el método UPGMA se obtuvo un dendograma en el que se formaron diferentes 
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clústers (Figura 23), pero no se observó un agrupamiento de las muestras asociado a la 

enfermedad ni a la dieta. 

 

Figura 23. Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos de DGGE correspondientes al 

grupo Lactobacillus de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y 

enfermos celiacos tratados (ECTA) empleando los cebadores Lac1 y Lac2GC basado en el índice de 

similitud de Dice y el algoritmo UPGMA. Las letras en rojo indican los diferentes clústers formados.  
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Se seleccionaron varias bandas del gel para llevar a cabo la identificación molecular 

de las bacterias del grupo Lactobacillus que formaban parte de la microbiota fecal tanto 

de los individuos sanos como de los pacientes enfermos celiacos. Los productos de PCR 

que fueron identificados por secuenciación a partir de las bandas del DGGE aparecen en 

la Tabla 13. Para completar la identificación molecular de cada una de las bandas, 

también se llevó a cabo un análisis filogenético. 

 

Bandas identificadas Especie identificada  
Identidad 

(%) 

L18 Lactobacillus amylovorus (FR683089) 99 
L31 Lactobacillus delbrueckii (HM683089) 99 
L5, L12, L17, L37 Lactobacillus gasseri (JF720007) 99 
L19  Lactobacillus mucosae (FR693800) 99 
L15 Lactobacillus paracasei (HQ423165) 100 
L39 Lactobacillus reuteri (GQ131183) 99 
L11, L25 Lactobacillus ruminis (HQ022863) 99 
L1, L9 Lactobacillus sakei (JF756332) 99 
L3 Lactobacillus sanfranciscensis (HM162420) 100 
L6, L14, L24, L28, L32, L33,  
L35, L38, L40 

Leuconostoc citreum (AB572028) 99 

L27 Leuconostoc sp. (GU998855) 99 
L2, L8, L13, L26, L29, L30, L34 Weissella cibaria (AB572037) 100 

Tabla 13. Especies de Lactobacillus y otras bacterias ácido lácticas identificadas a partir de la 

secuenciación de bandas de DGGE amplificadas de muestras fecales de individuos control y pacientes 

enfermos celiacos activos y tratados utilizando cebadores específicos para el grupo Lactobacillus. 

Entre paréntesis se indica el número de acceso de los parientes más próximos determinado por la 

búsqueda de secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN. 

 

La frecuencia de las diferentes bacterias ácido lácticas detectadas mediante PCR-

DGGE a partir de muestras fecales, aparece reflejada en la Tabla 14. Los fragmentos 

amplificados identificadas como Leuconostoc citreum y Weissella cibaria aparecieron 

prácticamente en todos los individuos no celiacos y en los enfermos celiacos tanto 

activos como tratados. Por el contrario, la frecuencia de Lactobacillus gasseri y L. 

paracasei fue significativamente mayor en pacientes enfermos celiacos 

(independientemente de la dieta sin gluten) que en individuos no enfermos celiacos 

(p<0,05, análisis chi cuadrado). También se encontraron diferencias significativas para 

L. sakei entre individuos No-ECAs y ECTAs (p=0,025) y entre ECAAs y ECTAs 

(p=0,036). La frecuencia de esta bacteria ácido láctica podría estar asociada a la 

presencia del gluten en la dieta. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a 

frecuencia de bacterias del grupo Lactobacillus entre individuos No-ECAs y ECAAs. 
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Grupo bacteriano 
No-ECA 

N=11(%) 

ECAA 

N=10 (%) 

ECTA 

N=11 (%) 

Bacterias ácido lácticas    

Lactobacillus amylovorus 0 (0) 1(10) 0(0) 

Lactobacillus delbrueckii 1(9) 0(0) 1(9) 
Lactobacillus gasseri 3(27) 5(50) 3(27) 

Lactobacillus mucosae 0(0) 1(10) 0(0) 

Lactobacillus paracasei 0(0) 2(20) 1(9) 

Lactobacillus reuteri 0(0) 0(0) 1(9) 

Lactobacillus ruminis 1(9) 1(10) 1(9) 

Lactobacillus sakei 5(45) 4(40) 0(0) 

Lactobacillus sanfranciscensis 2(8) 0(0) 0(0) 

Leuconostoc citreum 11(100) 10(100) 11(100) 

Leuconostoc sp. 1(9) 0(0) 0(0) 

Weissella cibaria 11(100) 9(90) 8(73) 

Tabla 14. Frecuencia de especies de bacterias ácido lácticas detectadas mediante PCR-DGGE a 

partir de muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos 

activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) empleando cebadores específicos del grupo 

Lactobacillus. 

 

3.3.  Análisis molecular de las comunidades de bacterias fecales con 

cebadores específicos del grupo Bifidobacterium 

 

Para el estudio de las comunidades de bacterias del género Bifidobacterium 

mediante PCR-DGGE se emplearon los cebadores g-Bifid F y g-Bifid R-GC (descritos 

en Materiales y Métodos). Como se observa en la Figura 24, en general los perfiles 

electroforéticos para las especies del género Bifidobacterium mostraron entre 1 a 5 

bandas intensas y bien resueltas. 

Se llevó a cabo un análisis de agrupamiento (mediante el coeficiente de Dice y el 

método UPGMA) a partir de los diferentes perfiles de bandas de DGGE obtenidos para 

cada uno de los individuos no enfermos celiacos y de los enfermos celiacos (Figura 25). 

En el dendograma se observó la formación de 3 clústers diferentes. El primer clúster (A) 

agrupó 6 de los 11 individuos no enfermos celiacos (No-ECA) y 5 de los 11 pacientes 

enfermos celiacos tratados (ECTA), mientras que el segundo clúster (B) predominaron 

los pacientes enfermos celiacos activos (ECAA) (7/10), además de 4 individuos No-

ECAs y 2 ECTAs. El tercer clúster (C) lo formaron 1 individuo No-ECA, 2 ECAAs y 3 

ECTAs. La muestra fecal ECTA 3 fue la única que no se asoció a ninguno de los 3 

clústers (Figura 25). Estos resultados determinaron que las comunidades de bacterias 

del género Bifidobacterium de los ECTAs se agruparon formando un clúster diferente 

del que forman la comunidades de Bifidobacterium de los ECAAs. Por el contrario, las 
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comunidades de bacterias del género Bifidobacterium de los individuos no enfermos 

celiacos aparecieron de forma dispersa entre ambos clústers. 

Los análisis estadísticos determinaron que existían diferencias significativas 

asociadas a la enfermedad y a la dieta entre el perfil de bandas de los individuos No-

ECAs, de los ECAAs y de los ECTAs (p<0,05; Kruskal-Wallis). Mediante la prueba U de 

Mann-Whitney, se determinó que las comunidades de bacterias del género 

Bifidobacterium asociadas a los ECTAs (número medio de bandas 1,9) fueron 

significativamente menos diversas que las comunidades de Bifidobacterium asociadas a 

individuos No-ECAs y ECAAs (número medio de bandas 2,7 y 3,3 respectivamente) 

(p=0,04 y p=0,02 respectivamente). La dieta podría jugar un papel importante sobre la 

diversidad de bacterias del género Bifidobacterium. 

 

 

Figura 24. Perfiles electroforéticos de DGGE con cebadores del grupo Bifidobacterium a partir de muestras 

fecales de 11 individuos no enfermos celiacos (No-ECA) (carriles del 1 al 11), 10 enfermos celiacos activos 

(ECAA) (carriles del 12 al 21) y 11 enfermos celiacos tratados (ECTA) (carriles del 22 al 32). Los números 

indican los fragmentos secuenciados, cuya identificación se muestra en la Tabla 15. 
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Figura 25. Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos de DGGE del grupo 

Bifidobacterium a partir de muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos 

celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) basado en el índice de similitud de Dice y el 

algoritmo UPGMA. Las letras en rojo indican los distintos clústers formados. 

 

Para completar el análisis del grupo Bifidobacterium mediante DGGE, se cortaron 

varias bandas de interés para la identificación de las bacterias. Los productos de PCR 

correspondientes al género Bifidobacterium, identificados mediante secuenciación se 

muestran en la Tabla 15. La frecuencia de las diferentes especies del género 

Bifidobacterium detectadas mediante PCR-DGGE a partir de muestras fecales de 
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individuos sanos y enfermos celiacos activos y tratados, aparece reflejado en la Tabla 

16. 

 

Bandas identificadas Especie identificadas 
Identidad 

(%) 

Bf2, Bf5, Bf10, Bf13, Bf19, Bf24, 
Bf25, Bf30, Bf43 

Bifidobacterium adolescentis (HQ259739) 100 

Bf 46 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

(HQ293104) 
99 

Bf28 Bifidobacterium bifidum (HQ259744) 100 

Bf27 Bifidobacterium kashiwanohense (AB491757) 100 

Bf6, Bf11, Bf17, Bf39, Bf41, Bf44 Bifidobacterium longum (HQ 591348) 99 

Bf1, Bf12, Bf20 

Bifidobacterium catenulatum (AB507091) o 

Bifidobacterium pseudocatenulatum 

(NR037117) 

100 

Bf7, Bf8, Bf18 Bifidobacteria sp. (AB470316) 100 

Tabla 15. Especies del género Bifidobacterium identificadas a partir de la secuenciación de bandas de 

DGGE amplificadas de muestras fecales de pacientes enfermos celiacos activos y tratados e 

individuos no enfermos celiacos empleando cebadores específicos para el grupo Bifidobacterium. 

Entre paréntesis se indica el número de acceso de los parientes más próximos determinados en la 
búsqueda de secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN. 

Bifidobacterium adolescentis apareció prácticamente en todos los individuos no 

enfermos celiacos y en los enfermos celiacos activos y tratados. La presencia de B. 

animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. longum y B. catenulatum o B. pseudocatenulatum 

fue significativamente mayor en pacientes enfermos celiacos que en individuos no 

enfermos celiacos (p<0,05). También se encontraron diferencias significativas para la 

presencia B. bifidum entre muestras fecales de individuos No-ECAs y ECAAs (p=0,04) y 

para Bifidobacterium sp., que fue detectado más frecuentemente en individuos No-ECAs 

que en muestras fecales de ECTAs (p=0.025). La misma tendencia se observó para B. 

pseudocatenulatum o B. catenulatum que mostró una frecuencia mayor en ECAAs que 

en ECTAs (p=0,04). 

Grupo bacteriano 
No-ECA 

N=11(%) 

ECAA 

N=10 (%) 

ECTA 

N=11 (%) 

Bifidobacterias    

B. adolescentis 8(73) 7(70) 9(82) 

B. animalis subsp. lactis 0(0) 2(20) 2(18) 

B. bifidum 1(9) 6(60) 2(18) 
B. kashiwanohense 0(0) 0(0) 1(9) 

B. longum 11(100) 10(100) 5(45) 

B. catenulatum o B.pseudocatenulatum 4(36) 8(80) 2(18) 

Bifidobacteria sp. 5(45) 2(20) 0(0) 

Tabla 16. Frecuencia de especies del género Bifidobacterium detectadas mediante PCR-DGGE a partir de 

muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y 

enfermos celiacos tratados (ECTA) empleando cebadores específicos del grupo Bifidobacterium. 
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3.4.  Análisis molecular de las comunidades de bacterias fecales con 

cebadores específicos del grupo Bacteroides 

Se estudió también la presencia y diversidad (riqueza) de especies del género 

Bacteroides en muestras fecales de individuos control y enfermos celiacos mediante 

PCR-DGGE. Para ello se emplearon los cebadores Bfra531-f y Bfra766-r-GC, 

específicos para el género Bacteroides (descritos en Materiales y Métodos). 

Como se observa en la Figura 26, los perfiles electroforéticos presentaban entre 3 y 

15 bandas intensas bien resueltas. Los diferentes perfiles de bandas de cada uno de los 

individuos, fueron agrupadas mediante el método UPGMA, basado en el coeficiente de 

Dice dando lugar a la formación de un dendograma (Figura 27). Se formaron 3 clústers 

claros y no se observó que ningun agrupamiento estuviera asociado a la enfermedad, ni 

a la dieta.  

El número medio de bandas de los perfiles de DGGE fue mayor tanto en los 

enfermos celiacos activos (media 9,5) como en los enfermos celiacos tratados (media 

10,4) en comparación con los individuos no enfermos celiacos, que presentaron una 

menor diversidad de bandas (media 8). Pero estas diferencias no fueron significativas 

(p>0,05; U de Mann-Whitney). 

 

 

Figura 26. Perfiles electroforéticos de DGGE obtenidos con cebadores del grupo Bacteroides a partir de 

muestras fecales de 11 individuos no enfermos celiacos (No-ECA) (carriles del 1 al 11), 10 enfermos 

celiacos activos (ECAA) (carriles del 12 al 21) y 11 enfermos celiacos tratados (ECTA) (carriles del 22 al 

32). Los números indican los fragmentos secuenciados, cuya identificación se muestra en la Tabla 17. 
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Figura 27. Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos de DGGE del grupo 
Bacteroides a partir de muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos 

celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) basado en el índice de similitud de 

Dice y el algoritmo UPGMA. Las letras en rojo indican los diferentes clústers formados. 

 

Se seleccionaron varias bandas para llevar a cabo la identificación molecular de las 

bacterias correspondientes mediante secuenciación (Tabla 17). Esta identificación se 

completó mediante un análisis filogenético. La frecuencia de las diferentes especies del 

género Bacteroides detectadas mediante PCR-DGGE a partir de muestras fecales de 

individuos sanos y enfermos celiacos se muestra en la Tabla 18. 
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Bandas identificadas Especie identificada 
Identidad 

(%) 

Bc13, Bc30 Bacteroides fragilis (AB618793) 100 

Bc45 Bacteroides thetaiotaomicron (JF298875) 100 

Bc47, Bc62 Bacteroides finegoldii (AB222700) 100 
Bc32, Bc51 Bacteroides ovatus (DQ100446) 100 

Bc33, Bc38, Bc48 Bacteroides caccae (NR026242) 100 

Bc8, Bc24, Bc44, Bc49 Bacteroides stercoris (NR027196) 100 

Bc2, Bc22, Bc31, Bc58 Bacteroides uniformis (JF298891) 100 

Bc7, Bc37, Bc46 Bacteroides massiliensis (EU136696) 100 

Bc3, Bc5, Bc20, Bc29, Bc40, Bc43, 

Bc54, Bc56 
Bacteroides dorei (AB242143) 100 

Bc1, Bc6, Bc16, Bc28, Bc34, Bc39, 

Bc42, Bc50, Bc55, Bc59 
Bacteroides vulgatus (JF298873) 100 

Bc9, Bc18, Bc53 Bacteroides coprocola (EU136688) 99 

Bc4, Bc12, Bc25, Bc27 Bacteroides plebeius (AB200222) 99 

Tabla 17. Especies del género Bacteroides identificadas a partir de la secuenciación de bandas de DGGE 

amplificadas de muestras fecales de pacientes enfermos celiacos activos y tratados e individuos no 

enfermos celiacos empleando cebadores específicos para el grupo Bacteroides. Entre paréntesis se indica 

el número de acceso de los parientes más próximos determinado por la búsqueda de secuencias similares 
con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN. 

 

Dentro de las comunidades de bacterias identificadas del género Bacteroides, 

destacaron B. uniformis, B. vulgatus y B. ovatus ya que se detectaron prácticamente en 

todos los individuos control y enfermos celiacos. La frecuencia de las diferentes 

especies identificadas del género Bacteroides fueron significativamente más abundantes 

en muestras fecales de pacientes enfermos celiacos (independientemente del status de la 

enfermedad) que en individuos control (p<0,05). Sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas en cuanto a frecuencia entre individuos No-ECAs y ECAAs, 

entre individuos No-ECAs y ECTAs y entre ECAAs y ECTAs. 

 

Grupo bacteriano 
No-ECA  

N=11(%) 

ECAA 

N=10 (%) 

ECTA  

N=11 (%) 

Bacteroides    

B. fragilis 1(9) 4(90) 3(27) 

B. thetaoitaomicron 2(18) 5(50) 4(36) 

B. finegoldii 2(18) 4(40) 3(27) 

B. ovatus 7(64) 6(60) 8(73) 

B. caccae 5(45) 8(80) 7(64) 

B. stercoris 4(36) 6(60) 4(36) 
B. uniformis 10(91) 10(100) 9(82) 

B. massiliensis 4(36) 5(50) 2(18) 

B. dorei 7(64) 5(50) 6(55) 

B. vulgatus 9(82) 10(100) 10(91) 

B. coprocola 3(27) 2(20) 4(36) 

B. plebeius 4(36) 4(40) 2(18) 

Tabla 18. Frecuencia de especies del género Bacteroides detectadas mediante PCR-DGGE a partir de 

muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y 

enfermos celiacos tratados (ECTA) empleando cebadores específicos del grupo Bacteroides. 
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3.5.  Análisis molecular de las comunidades de bacterias fecales con 

cebadores específicos del grupo Clostridium 

 

Por último, las muestras fecales también fueron analizadas mediante PCR-DGGE 

empleando los cebadores g-CcocF y g-CcocR, que son específicos para el grupo 

Clostridium (descritos en Materiales y Métodos).  

Como se observa en la Figura 28, la mayoría de los perfiles electroforéticos 

obtenidos fueron característicos para cada uno de los individuos analizados y 

presentaron entre 2 y 4 bandas más intensas, junto con otras bandas más tenues y peor 

resueltas.  

 

 

Figura 28. Perfiles electroforéticos de DGGE obtenidos con cebadores del grupo Clostridium a partir de 

muestras fecales de 11 individuos no enfermos celiacos (No-ECA) (carriles del 1 al 11), 10 enfermos 

celiacos activos (ECAA) (carriles del 12 al 21) y 11 enfermos celiacos tratados (ECTA) (carriles del 22 al 

32). Los números indican los fragmentos secuenciados, cuya identificación se muestra en la Tabla 19. 

 

 

A partir del método UPGMA, mediante el coeficiente de Dice, se obtuvo un 

dendograma en el que se agrupaban las muestras fecales en 3 clústers diferentes. No se 

observó un agrupamiento claro de las muestras en base a las diferentes variables de 

estudio (Figura 29). 
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Figura 29. Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos de DGGE del 

grupo Clostridium obtenidas a partir de muestras fecales de individuos no enfermos celiacos 

(No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y enfermos celiacos tratados (ECTA) basado en el 
índice de similitud de Dice y el algoritmo UPGMA.  

 

Para completar el análisis del grupo Clostridium mediante DGGE, se seleccionaron 

varias bandas que fueron cortadas, purificadas y secuenciadas. En la Tabla 19 aparecen 

las bandas para las que se obtuvo la identificación a nivel de especie bacteriana. 
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Bandas identificadas Especies identificadas  
Identidad 

(%) 

Cl14, Cl39, Cl43 Roseburia intestinalis (HM007565) 99 
Cl23 Eubacterium rectale (AB626630) 100 

Cl4, Cl7, Cl27 Roseburia faecis (AY804150) 99 

Cl2, Cl13, Cl42 Roseburia inulinivorans (AJ270473) 100 

Cl21, Cl45 Ruminococcus torques (NR036777) 98 

Cl47 Ruminococcus gnavus (GU723313) 100 

Cl28 Butyrivibrio crossotus (FR733670) 99 

Tabla 19: Especies del grupo Clostridium identificadas a partir de la secuenciación de bandas de 

DGGE amplificadas de muestras fecales de pacientes enfermos celiacos activos y tratados e 

individuos control empleando cebadores específicos para el grupo Clostridium. Entre paréntesis 

se indica el número de acceso de los parientes más próximos determinado por la búsqueda de 

secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN. 

 

 

Las frecuencias de detección de las diferentes especies del grupo Clostridium 

mediante PCR-DGGE se muestran en la Tabla 20. Los fragmentos amplificados 

correspondientes a Roseburia inulinivorans se detectaron en la mayoría de las muestras 

fecales tanto de individuos sanos como de enfermos celiacos activos y tratados. No se 

observaron diferencias significativas en cuanto a frecuencia de las diferentes especies 

identificadas entre individuos No-ECAs, ECAAs y ECTAs. Únicamente se observó que 

las bandas correspondientes a Eubacterium rectale sólo aparecían en los individuos No-

ECAs (2/11) y por el contrario no se detectaron en ECAAs ni ECTAs, pero esta diferencia 

no fue significativa (p>0,05). 

 

 

Grupo bacteriano 
No-ECA 

N=11(%) 

ECAA  

N=10 (%) 

ECTA  

N=11 (%) 

Clostridium    
Roseburia intestinalis 1(9) 1(10) 3(27) 

Eubacterium rectale 2(18) 0 0 

Roseburia faecis 5(45) 4(40) 5(45) 

Roseburia inulinivorans 7(64) 7(70) 7(64) 

Ruminococcus torques 5(45) 3(30) 3(27) 

Ruminococcus gnavus 2(18) 1(10) 1(9) 

Butyrivibrio crossotus 1(9) 2(20) 1(9) 

Tabla 20. Frecuencia de especies del grupo Clostridium detectadas mediante PCR-DGGE a partir de 

muestras fecales de individuos no enfermos celiacos (No-ECA), enfermos celiacos activos (ECAA) y 

enfermos celiacos tratados (ECTA) empleando cebadores específicos del grupo Clostridium. 
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3.6. Discusión 

3.6.1. Existe una microbiota fecal asociada a los individuos no enfermos 

celiacos 

En este estudio se ha caracterizado por primera vez la microbiota fecal de 

individuos adultos enfermos celiacos tanto en estado activo como tratado en DSG, y a 

su vez se ha comparado con la microbiota fecal de individuos no enfermos celiacos 

mediante PCR-DGGE. Las muestras fecales de cada uno de los individuos analizados 

mostraron un perfil de DGGE único al emplear los primers que amplifican la región V3 

del ADNr 16S. Al igual que ocurría cuando se ha llevado a cabo la PCR-DGGE a partir 

de muestras fecales de niños sanos y enfermos celiacos (Di Cagno et al., 2009), no 

existe un perfil de bandas que inequívocamente se pueda asociar a la enfermedad 

celiaca. Di Cagno et al. (2009), tampoco observaron un cambio importante en la 

estructura de la microbiota fecal de niños con enfermedad celiaca en comparación a los 

sanos. Sin embargo, en los adultos si que se observó la presencia de una microbiota 

fecal asociada a los individuos sanos, sugiriendo que los pacientes enfermos celiacos 

presentan cambios en su microbiota en comparación a los No-ECAs como consecuencia 

de la enfermedad. El perfil de bandas de DGGE de gran parte de los ECTAs (6 de los 11 

individuos ECTAs analizados) tras el mantenimiento de una dieta libre de gluten se 

encuentran formando parte del clúster representado por los individuos No-ECAs. Esto 

podría indicar una posible asociación entre el estado de inflamación de la mucosa 

intestinal y el tipo de colonización de la microbiota. 

La diversidad de la microbiota fecal, en función del número de bandas de los 

perfiles de DGGE fue mayor en los adultos sanos que en los enfermos celiacos, pero 

estas diferencias no fueron significativas. Este mismo efecto se ha encontrado en 

pacientes con colitis ulcerosa, en los que se observó mediante electroforesis en 

gradiente temporal de temperatura una menor diversidad de bacterias fecales en 

comparación a los sanos (Sokol et al., 2006b). Manichanh et al (2006), mediante una 

aproximación metagenómica determinaron también una reducción en la diversidad de 

bacterias del filo Firmicutes en muestras fecales de pacientes con enfermedad de Crohn. 

Sin embargo, en los niños se ha observado el efecto contrario, varios estudios han 

mostrado una diversidad de bacterias significativamente mayor en los enfermos celiacos 

que en los individuos control (Sanz et al., 2007a; Schippa et al., 2010). 
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Hay que tener en cuenta que los cebadores universales son demasiado genéricos y 

podrían no detectar cambios que ocurrán en respuesta a la patología de la enfermedad 

celiaca, por ello es necesario llevar a cabo más estudios. Teniendo en cuenta esta 

hipótesis, la diversidad bacteriana fue también estudiada a nivel de varios grupos 

importantes en el intestino. Los grupos Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides y 

Clostridium han sido detectados en muestras fecales humanas tanto en individuos sanos 

como en pacientes enfermos celiacos, mediante PCR-DGGE empleando cebadores 

específicos de grupo (Sanz et al., 2007a; Di Cagno et al., 2009), mediante PCR a 

tiempo real (Collado et al., 2008) o por hibridación in situ fluorescente (Collado et al., 

2007). 

3.6.2. La diversidad de bacterias del grupo Lactobacillus se ve afectada por la 

dieta 

Aunque las bacterias ácido lácticas que aparecen en el intestino son muy 

dependientes de la dieta, estas especies fueron también analizadas porque forman parte 

de la microbiota del intestino y son interesantes debido a su posible papel como 

probióticos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Sanz et al., 2007b; 

Sánchez et al., 2010). Nuestros resultados reflejaron que los individuos No-ECAs y los 

ECAAs presentaron una diversidad de bacterias del grupo Lactobacillus 

significativamente mayor que los ECTAs, sugiriendo que esta reducción podría ser 

debida al mantenimiento de una dieta libre de gluten más que por la propia enfermedad. 

La frecuencia de Lactobacillus gasseri y L. paracasei fue significativamente mayor en 

los pacientes enfermos celiacos en comparación con los individuos No-ECAs. Mientras 

que la frecuencia de L. sakei se vio afectada por la presencia del gluten en la dieta, ya 

que no se detectó en ninguno de los ECTAs analizados. L. sakei se aisla frecuentemente 

de productos cárnicos fermentados, y se ha descrito que presenta actividad proteolítica. 

Concretamente se ha caracterizado una X-prolil-dipeptidil proteasa que participa 

durante el proceso de fermentación de la carne, actuando sobre los compuestos 

responsables del aroma y dando lugar a la liberación de aminoácidos que son necesarios 

para su propio crecimiento (Sanz & Toldra, 2001). Los productos cárnicos fermentados 

son limitados en la dieta de los pacientes ECT, quizás por este motivo se observa una 

reducción en la detección de esta especie. La proporción de las diferentes especies del 

grupo Lactobacillus podría ser funcionalmente importante, ya que éstas influyen en la 

bioquímica, inmunología y dinámica poblacional del tracto intestinal del huésped 
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(Walter et al., 2000; Reuter, 2001). Alteraciones en la composición de Lactobacillus y 

otras bacterias ácido lácticas han sido descritas tanto en pacientes con enfermedad de 

Crohn como en pacientes con colitis ulcerosa (Bullock et al., 2004; Scanlan et al., 

2006).  

3.6.3. Las comunidades de bacterias del grupo Bifidobacterium son 

significativamente menos diversas en los pacientes enfermos celiacos 

tratados 

Bifidobacterium es el tercer género más frecuente de la microbiota intestinal 

humana después de Bacteroides y Eubacterium (Finegold et al., 1983a). Al igual que 

ocurría con los lactobacilos, nuestros resultados determinaron que las comunidades de 

bacterias asociadas a los ECTAs son significativamente menos diversas que las de los 

No-ECAs y los ECAAs. De nuevo la dieta parece tener un papel importante en los 

adultos sobre la diversidad de bacterias del género Bifidobacterium. Al contrario de lo 

que ocurre en los niños enfermos celiacos, donde los niveles de Bifidobacterium fueron 

significativamente más bajos que en los niños control (Sanz et al., 2007a; Collado et al., 

2008). Esta misma tendencia también se observó en la mucosa de pacientes con 

enfermedades inflamatorias intestinales en comparación a los individuos sanos 

(Macfarlane et al., 2005; Mylonaki et al., 2005). A partir del dendograma, no se 

observó una estructura clara de las comunidades de Bifidobacterium de los individuos 

sanos, ya que en algunos casos fueron similares a las comunidades de bacterias de los 

ECAAs, mientras que en otros casos formaron parte del clúster de los ECTA. Estos 

resultados fueron similares a los obtenidos por Di Cagno et al. (2009), a partir de 

muestras fecales de niños sanos y enfermos celiacos activos y tratados.  

En nuestro estudio, la frecuencia de B. bifidum y B. pseudocatenulatum o B. 

catenulatum fue mayor en los ECAAs que en los ECTAs y en los individuos No-ECAs. 

Estas especies parecen estar asociadas a la fase activa de la enfermedad. Mientras que la 

detección de B. longum se vio afectada por la presencia del gluten en la dieta, 

mostrando una reducción en la frecuencia de este microorganismo en los ECTAs. 

También en este estudio se observó que B. animalis subsp. lactis sólo aparecía en los 

pacientes enfermos celiacos tanto activos como tratados, aunque con una frecuencia más 

baja. Dentro de la microbiota de los niños, se ha sugerido que la frecuencia de 

determinadas especies de Bifidobacterium podría estar asociada a la aparición de 
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enfermedades atópicas (Young et al., 2004). Además se ha demostrado que diferentes 

cepas de Bifidobacterium presentan propiedades anti-inflamatorias (Medina et al., 

2008), por lo que se han empleado como probióticos, o para tratar o prevenir situaciones 

de inflamación crónica como por ejemplo en las enfermedades inflamatorias intestinales 

(Sanz et al., 2007b). Sin embargo, en función de los resultados obtenidos en los adultos, 

no se ha encontrado una asociación entre la frecuencia de las diferentes especies de 

Bifidobacterium y la enfermedad celiaca. 

3.6.4. Existe una diversidad mayor de bacterias del género Bacteroides en 

muestras fecales de pacientes enfermos celiacos 

El género Bacteroides es considerado como uno de los grupos bacterianos más 

abundantes del colon humano, representan aproximadamente el 30% de todas las 

bacterias cultivables fecales, la mayoría de las cuales pertenecen al clúster Bacteroides 

fragilis (Dore et al., 1998). Nuestros resultados mostraron una diversidad mayor de 

Bacteroides en las muestras fecales de pacientes adultos enfermos celiacos (tanto 

activos como tratados) con respecto a los individuos no enfermos celiacos, aunque estas 

diferencias no fueron significativas. No ocurre lo mismo en biopsias duodenales de 

niños enfermos celiacos, donde se ha detectado una diversidad menor de Bacteroides 

que en los niños control (Sánchez et al., 2010). Se ha descrito que determinadas 

especies del género Bacteroides presentan una patogenicidad potencial, asociada a una 

variedad de factores de virulencia (Botta et al., 1994). Por este motivo, resulta 

interesante desde un punto de vista epidemiológico la identificación de las especies del 

género Bacteroides asociadas a una determinada enfermedad. Las muestras fecales de 

pacientes con enfermedad de Crohn se han caracterizado por presentar una abundancia 

relativa menor de Bacteroides uniformis y por el contrario una frecuencia mayor de B. 

ovatus y B. vulgatus (Dicksved et al., 2008). Varios trabajos han sugerido que B. ovatus 

y B vulgatus podrían alterar la integridad de la barrera epitelial intestinal y además 

contribuir a la iniciación de la respuesta inflamatoria que tiene lugar en las 

enfermedades inflamatorias intestinales (Saitoh et al., 2002; Shiba et al., 2003). Por el 

contrario, Noor et al. (2010), determinaron una reducción en el número de especies del 

género Bacteroides en pacientes con colitis ulcerosa, fundamentalmente de B. vulgatus 

y B. ovatus. En contradicción a los trabajos anteriores, se ha asociado esta reducción en 

el número de Bacteroides con la pérdida de un posible papel protector frente a la 

enfermedad por parte de este grupo de bacterias. En biopsias duodenales de niños 
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enfermos celiacos se observó un incremento en la frecuencia de B. dorei y un descenso 

en la abundancia de B. ovatus y B. uniformis (Sánchez et al., 2010). En base a nuestros 

resultados, dentro de las comunidades de bacterias identificadas del género Bacteroides, 

destacaron B. uniformis, B. vulgatus y B. ovatus que aparecieron prácticamente en todos 

los individuos adultos tanto sanos como enfermos. En general, la frecuencia de las 

diferentes bacterias identificadas del género Bacteroides fue más abundante en los 

pacientes enfermos celiacos que en los individuos control. 

3.6.5. No se han encontrado diferencias significativas entre individuos sanos y 

enfermos celiacos con respecto a las especies del grupo Clostridium 

Los perfiles de bandas de DGGE de las comunidades de bacterias del grupo 

Clostridium no mostraron diferencias significativas entre la microbiota fecal de 

pacientes enfermos celiacos y la microbiota fecal de individuos no celiacos. El tracto 

intestinal es un ecosistema muy diverso y mediante el DGGE sólo se detectan las 

especies bacterianas predominantes, por este motivo en algunos casos la estructura de 

las comunidades microbianas podría estar subestimada. Además, esto se une a la propia 

variabilidad que presenta cada paciente, lo que podría enmascarar los cambios que 

tienen lugar en respuesta a la enfermedad o al mantenimiento de una dieta libre de 

gluten (Di Cagno et al., 2009).  

En los individuos adultos, las especies del grupo Clostridium detectadas con una 

frecuencia mayor fueron Roseburia faecis, Roseburia inulinovorans y Ruminococcus 

torques. Con una frecuencia menor aparecieron Roseburia intestinalis, Eubacterium 

rectale, Ruminococcus gnavus y Butyrivibrio crossotus, pero no se observaron 

diferencias significativas entre individuos sanos y enfermos celiacos tanto activos como 

tratados. Tampoco Di Cagno et al., (2009) encontraron diferencias dentro del grupo 

Clostridium entre niños sanos y enfermos celiacos mediante DGGE. En otros trabajos sí 

que se han descrito cambios, como por ejemplo miembros del grupo Clostridium leptum 

fueron significativamente más abundantes en muestras fecales de niños enfermos 

celiacos que en niños sanos (Collado et al., 2007; Collado et al., 2008). Un estudio 

reciente de De Palma et al. (2010), determinó que los grupos correspondientes a 

Clostridium histolyticum, C. lituseburense y Faecalibacterium prausnitzii aparecían por 

el contrario en mayor proporción en los niños sanos que en los pacientes enfermos 

celiacos. Los grupos C. coccoides y C. leptum aparecieron reducidos en muestras 
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fecales tanto de pacientes con enfermedad de Crohn como en pacientes con colitis 

ulcerosa (Takaishi et al., 2008). El grupo Clostridium leptum contiene bacterias 

productoras de butirato, como por ejemplo Faecalibacterium prausnitzii. El butirato es 

una fuente de energía importante para los colonocitos y tiene efectos anti-inflamatorios 

(Gophna et al., 2006). Se ha demostrado que una disminución de F. prausnitzii, junto 

con otras bacterias productoras de butirato puede ocasionar inflamación intestinal en 

individuos genéticamente susceptibles (Li et al., 2008). Willing et al., (2010) 

determinaron de nuevo que los pacientes con enfermedad de Crohn localizada en el 

íleon, presentaban una reducción en el número de bacterias de Faecalibacterium y 

Roseburia, frente a un aumento en la proporción de E. coli y Ruminococcus gnavus. 

Aunque algunos estudios muestran resultados contradictorios, parece ser que la 

presencia de ciertos grupos de Clostridium y F. prausnitzii es deficiente en la 

microbiota de pacientes con enfermedad de Crohn y probablemente también se 

produzca este mismo efecto en los pacientes con enfermedad celiaca, aunque se necesita 

llevar a cabo más estudios (De Palma et al., 2010). 
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1. Los resultados obtenidos a partir del estudio de la microbiota duodenal de 

individuos sanos y enfermos celiacos mediante colección de clones no muestran 

diferencias claras asociadas al diagnóstico de la enfermedad celiaca. 

 

2. El tratamiento de la EC mediante la retirada del gluten de la dieta, ocasiona 

cambios en la composición de la microbiota del intestino delgado de los 

pacientes adultos enfermos celiacos tratados. 

 

3. La edad es uno de los factores que determina las diferencias entre las 

comunidades de bacterias de los niños y los adultos, tanto entre individuos no 

celiacos como entre pacientes diagnosticados de EC. 

 

4. La microbiota duodenal capaz de crecer en el medio MCB está dominada por 

especies del género Streptococcus. 

 

5. El DGGE muestra una microbiota fecal asociada a los individuos sanos 

sugiriendo que los pacientes enfermos celiacos podrían presentar cambios en su 

microbiota fecal como consecuencia de la enfermedad. 

 

6. Los pacientes enfermos celiacos tratados mostraron una reducción en la 

diversidad de bacterias fecales del grupo Lactobacillus y del grupo 

Bifidobacterium frente a los individiuos celiacos activos y sanos. 

 

7. No hemos encontrado una relación definida entre las diferentes especies del 

género Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides y Clostridium con la 

enfermedad celiaca 
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1.1. ANEXO 1: Muestras empleadas en el estudio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nº total de 
muestras 

n=85 

Muestras 
duodenales  

n=52 

Muestras 
fecales 
n=32 

 

 
 

 

Adultos  
n=31 

 

Niños 
n=21 

ECAN 

No-ECN 

Colección de clones Cultivo de biopsia 
 

 

 

n=5 (No-ECN1…..No-ECN5) n=2 (No-ECN6 y No-ECN7) 

  

n=8 (ECAN1…..ECAN8) n=6 (ECAN9…..ECAN14) 

 

No-ECA 

ECAA 

ECTA 

n=5 (No-ECA1…..No-ECA5) 
n=8 (No-ECA6….No-ECA10 y 

No-ECA12….No-ECA14) 
 

 

 

n=5 (ECAA1…..ECAA5) n=3 (ECAA6….ECAA8) 

  

n=5 (ECTA1…..ECTA5) n=5 (ECTA6…..ECTA10) 

 

 
Adultos 

No-ECA 

ECAA 

ECTA 

PCR-DGGE 

 

 

n=11 (No-ECA1…..No-ECA11) 

 

n=10 (ECAA1…..ECAA10) 
 

 

n=11 (ECTA1…..ECTA11) 
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1.2. ANEXO 2: Secuencia del gen ARN ribosomal 16S 

 

AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCG

AACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG

AAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA

CCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGT

GGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA

ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG

CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGA

GGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT

CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

GCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGA

TACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA

GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA

GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAG

GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGC

CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAAAAGG

TGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGG

Cebador 27 F 

Cebador HDA1 

Cebador HDA2 

Cebador E939R 

Cebador F968 

V1 

V2 

V3 

V4 

V5 

V6 
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GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAA

GGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGA

CCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGA

CCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGC

TAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA

CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTT

GTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACC

TCCT 

Secuencia de nucleótidos del gen del ARN ribosomal 16S de Escherichia coli. Las 

zonas sombreadas de color gris representan zonas de varibilidad, mientras que las 

regiones coloreadas y subrayadas se corresponden con zonas conservadas. En cada una 

de las cajas coloreadas se indican las parejas de cebadores universales empleadas en los 

diferentes experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cebador R1401 

V7 

V8 

V9 
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1.3. ANEXO 3: Árbol filogenético Paciente No-ECA 1 

 No-EC 1.6

 No-EC 1.3

 No-EC 1.65

 No-EC 1.37

 Granulicatella sp.

 No-EC 1.11

 No-EC 1.44

 Staphylococcus sp.

 No-EC 1.50

 Streptococcus sp.

 No-EC 1.56

 No-EC 1.28

 No-EC 1.19

 No-EC 1.12

 No-EC 1.1

 No-EC 1.33

 Paenibacillus sp.

 No-EC 1.68

 Eubacterium sp.

 No-EC 1.1B

 Eubacterium sp.

 No-EC 1.23B

 Selenomona sp.

 Veillonella sp.

 No-EC 1.48

 No-EC 1.61

 No-EC 1.20

 No-EC 1.30

 No-EC 1.69

 Methylobacterium sp.

 No-EC 1.7B

 Methylobacterium sp.

 No-EC 1.8B

 Bradyrhizobium sp.

 No-EC 1.18

 OTU 1

 No-EC 1.10

 OTU 2

 No-EC 1.26

 Marinomonas sp.

 No-EC 1.7

 No-EC 1.38

 Haemophilus sp.

 No-EC 1.18B

 No-EC 1.2B

 No-EC 1.34

 No-EC 1.11B

 No-EC 1.67

 No-EC 1.15

 Rothia sp.

 No-EC 1.71

 No-EC 1.99

 Propionibacterium sp.

 No-EC 1.43

 Mycobacterium sp.

 Mycobacterium sp.

 No-EC 1.13B

 No-EC 1.35

 No-EC 1.57

 No-EC 1.49

 No-EC 1.6B

 No-EC 1.22

 Helicobacter sp.

 No-EC 1.39

 No-EC 1.46

 Treponema sp.

 No-EC 1.54

 Porphyromonas sp.

 No-EC 1.47

 No-EC 1.13

 No-EC 1.17B

 No-EC 1.14B

 Prevotella sp.

0.02  
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1.4. ANEXO 4: Árbol filogenético Paciente No-ECA 2 

 No-EC 2.60

 No-EC 2.82

 No-EC 2.9

 No-EC 2.67

 No-EC 2.53

 No-EC 2.83

 No-EC 2.63

 No-EC 2.80

 No-EC 2.71

 Streptococcus sp.

 No-EC 2.18

 No-EC 2.19

 No-EC 2.8

 OTU 3

 No-EC 2.73

 Eubacterium sp.

 No-EC 2.57

 Selenomonas sp.

 No-EC 2.14

 No-EC 2.21

 No-EC 2.20

 Veillonella sp.

 No-EC 2.17

 OTU 6

 No-EC 2.95

 Fusobacterium sp.

 No-EC 2.13

 Haemophilus sp.

 No-EC 2.12

 Haemophilus sp.

 No-EC 2.22

 Escherichia coli

 No-EC 2.16

 Campylobacter sp.

 No-EC 2.65

 OTU 4

 No-EC 2.24

 Methylobacterium sp,

 No-EC 2.77

 OTU 2

 No-EC 2.4

 OTU 5

 No-EC 2.93

 No-EC 2.48

 No-EC 2.94

 No-EC 2.5

 No-EC 2.69

 No-EC 2.103

 Atopobium sp.

 No-EC 2.62

 Mycobacterium sp.

 No-EC 2.100

 Corynebacterium sp.

 No-EC 2.1

 No-EC 2.2

 No-EC 2.101

 No-EC 2.3

 No-EC 2.78

 No-EC 2.54

 No-EC 2.86

 No-EC 2.51

 No-EC 2.11

 Prevotella sp.

 No-EC 2.49

 No-EC 2.7

 No-EC 2.76

 No-EC 2.96

0.05  



Anexos 

178 
 

1.5. ANEXO 5: Árbol filogenético Paciente No-ECA 3 

 No-EC 3.60

 No-EC 3.65

 OTU 7

 No-EC 3.78

 No-EC 3.100

 Delftia sp.

 No-EC 3.80

 OTU 8

 No-EC 3.38

 No-EC 3.28

 Neisseria sp.

 OTU 9

 No-EC 3.94

 No-EC 3.92

 No-EC 3.90

 Haemophilus sp.

 No-EC 3.106

 Haemophilus sp.

 No-EC 3.23

 OTU 1

 No-EC 3.34

 Methylobacterium sp.

 No-EC 3.96

 Methylobacterium sp.

 No-EC 3.45

 No-EC 3.55

 Fusobacterium sp.

 No-EC 3.72

 No-EC 3.26

 No-EC 3.19

 OTU 3

 No-EC 3.47

 Lactobacillus sp.

 No-EC 3 .40

 No-EC 3.40

 No-EC 3.6

 No-EC 3.9

 Streptococcus sp.

 No-EC 3.43

 No-EC 3.2

 No-EC 3.69

 No-EC 3.70

 No-EC 3.53

 No-EC 3.59

 Mycobacterium sp.

 No-EC 3.46

 No-EC 3.21

 Rothia sp.

 No-EC 3.14

 Treponema sp.

 No-EC 3.76

 Meiothermus sp.

 No-EC 3.27

 Porphyromonas sp.

 No-EC 3.101

 No-EC 3.7

 Bacteroides sp.

 No-EC 3.37

 No-EC 3.68

 No-EC 3.84

 No-EC 3.79

 No-EC 3.33

 Prevotella sp.

 No-EC 3.1

 No-EC 3.95

 No-EC 3.66

 No-EC 3.8

 No-EC 3.86

 No-EC 3.41

 No-EC 3.91

 Prevotella sp.

0.05  
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1.6. ANEXO 6: Árbol filogenético Paciente No-ECA 4 

 No-EC 4.13

 No-EC 4.36

 No-EC 4.33

 No-EC 4.50

 No-EC 4.29

 No-EC 4.12

 No-EC 4.3

 No-EC 4.38

 Streptococcus sp.

 No-EC 4.17

 No-EC 4.21

 No-EC 4.32

 No-EC 4.47

 No-EC 4.48

 No-EC 4.45

 No-EC 4.2

 No-EC 4.10

 No-EC 4.44

 No-EC 4.56

 Oribacterium sp.

 No-EC 4.8

 Peptostreptococcus sp.

 No-EC 4.16

 No-EC 4.19

 Eubacterium sp.

 Bulleida sp.

 No-EC 4.15

 No-EC 4.31

 No-EC 4.42

 No-EC 4.23

 Haemophilus sp.

 No-EC 4.11

 No-EC 4.55

 Fusobacterium sp.

 No-EC 4.24

 Veillonella sp.

 No-EC 4.46

 No-EC 4.37

 Atopobium sp,

 No-EC 4.4

 Rothia sp.

 No-EC 4.28

 Actinomyces sp.

 No-EC 4.52

 No-EC 4.41

 No-EC 4.39

 No-EC 4.43

 No-EC 4.25

 No-EC 4.57

 No-EC 4.35

 Prevotella sp.

 No-EC 4.14

 No-EC 4.40

 No-EC 4.49

 No-EC 4.6

 No-EC 4.7

 No-EC 4.30

 No-EC 4.1

 Prevotella sp.

 No-EC 4.53

 No-EC 4.27

 No-EC 4.9

 No-EC 4.20

 No-EC 4.54

 No-EC 4.22

0.02  
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1.7. ANEXO 7: Árbol filogenético Paciente No-ECA 5 

 No-EC 5.28

 No-EC 5.84

 OTU 14

 No-EC 5.80

 No-EC 5.38

 OTU 5

 OTU 2

 No-EC 5.137

 No-EC 5.92

 No-EC 5.64

 No-EC 5.79

 No-EC 5.41

 No-EC 5.9

 OTU 13

 No-EC 5.13

 OTU 16

 No-EC 5.134

 Pseudomonas sp.

 No-EC 5.57

 No-EC 5.55

 Legionella sp.

 No-EC 5.126

 Shigella sp.

 No-EC 5.0

 Psychrobacter sp.

 No-EC 5.115

 No-EC 5.49

 No-EC 5.128

 Acinetobacter sp,

 No-EC 5.148

 Meiothermus sp.

 No-EC 5.65

 Desulfomonas sp,

 No-EC 5.51

 Methylobacterium sp.

 No-EC 5.130

 No-EC 5.116

 Methylobacterium sp,

 No-EC 5.15

 Brevundimonas sp.

 No-EC 5.117

 Paracoccus sp.

 No-EC 5.139

 Bradyrhizobium sp,

 No-EC 5.53

 OTU 4

 No-EC 5.52

 Bradyrhizobiums sp.

 Methylocella sp.

 No-EC 5.48

 No-EC 5.54

 No-EC 5.77

 Veillonella sp.

 No-EC 5.140

 Staphylococcus sp.

 No-EC 5.106

 Streptococcus sp.

 No-EC 5.72

 No-EC 5.122

 No-EC 5.61

 Corynebacterium sp.

 No-EC 5.101

 Propionobacterium sp.

 No-EC 5.24

 Mycobacterium sp.

 No-EC 5.141

 No-EC 5.47

 No-EC 5.95

 No-EC 5.125

 No-EC 5.42

 No-EC 5.111

 No-EC 5.85

 Chryseobacterium sp.

 No-EC 5.14

 Prevotella sp.

0.05  
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1.8. ANEXO 8: Árbol filogenético Paciente ECAA 1 

 ECA 1.52

 ECA 1.81

 ECA 1.112

 ECA 1.98

 OTU 2

 ECA 1.63

 OTU7

 OTU 5

 ECA 1.76

 ECA 1.43

 ECA 1.89

 OTU 17

 ECA 1.69

 Haemophilus sp.

 OTU 13

 ECA 1.29

 ECA 1.108

 ECA 1.113

 ECA 1.13

 Acinetobacter sp.

 ECA 1.40

 ECA 1.48

 Pseudomonas sp.

 ECA1.53

 Meiothermus sp.

 ECA 1.84

 OTU 1

 ECA 1.33

 Bosea sp.

 ECA 1.62

 ECA 1.70

 ECA 1.65

 Methylobacterium sp.

 ECA 1.64

 ECA 1.57

 ECA 1.99

 ECA 1.95

 ECA 1.46

 ECA 1.80

 Corynebacterium sp.

 ECA 1.92

 Mycobacterium sp.

 ECA 1.59

 ECA 1.115

 ECA 1.35

 ECA 1.73

 ECA 1.74

 Dialister sp.

 ECA 1.56

 Veillonella sp.

 ECA 1.42

 Streptococcus sp.

 ECA 1.61

 ECA 1.71

 Peptostreptococcus sp.

 ECA 1.85

 Brochothrix sp.

 ECA 1.55

 ECA 1.72

 Staphylococcus sp.

 ECA 1.60

 ECA 1.79

 ECA 1.23

 Prevotella sp.

 ECA 1.88

 Fusobacterium sp.

 ECA 1.91

 Chryseobacterium sp.

0.02  
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1.9. ANEXO 9: Árbol filogenético Paciente ECAA 2 

 ECA 2.19

 ECA 2.115

 ECA 2.96

 OTU 2

 ECA 2.117

 Hydrogenophilus sp.

 ECA 2.83

 OTU 5

 Delftia sp.

 ECA 2.91

 ECA 2.97

 ECA 2.69

 OTU 13

 ECA 2.37

 ECA 2.15

 OTU 22

 ECA 2.119

 OTU 16

 Haemophilus sp.

 ECA 2.8

 ECA 2.105

 ECA 2.23

 ECA 2.107

 ECA 2.49

 ECA 2.78

 Methylobacterium sp.

 ECA 2.3

 ECA 2.84

 OTU 19

 Veillonella sp.

 ECA 2.56

 ECA 2.108

 ECA 2.25

 ECA 2.67

 ECA 2.24

 ECA 2.16

 Staphylococcus sp.

 ECA 2.57

 Bacillus sp.

 ECA 2.47

 Granulicatella sp.

 ECA 2.64

 ECA 2.6

 ECA 2.21

 ECA 2.17

 Streptococcus sp.

 ECA 2.77

 ECA 2.44

 ECA 2.36

 ECA 2.63

 ECA 2.33

 ECA 2.13

 ECA 2.35

 ECA 2.20

 Propionibacterium sp.

 ECA 2.59

 ECA 2.118

 ECA 2.79

 Mycobacterium sp.

 ECA 2.9

 Corynebacterium sp.

 ECA 2.74

 Rothia sp.

 ECA 2.42

 ECA 2.29

 Actinomyces sp.

 ECA 2.1

 ECA 2.45

 ECA 2.66

 OTU 21

 ECA 2.14

 OTU 20

 ECA 2.31

 Prevotella sp.

 ECA 2.41

 Prevotells sp.

 Prevotella sp.

 ECA 2.51

 ECA 2.112

0.05  
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1.10. ANEXO 10: Árbol filogenético Paciente ECAA 3 

 ECA 3.2

 ECA 3.101

 ECA 3.54

 ECA 3.33

 ECA 3.13

 ECA 3.1

 OTU 2

 ECA 3.117

 ECA 3.53

 ECA 3.70

 Methylovorus sp.

 ECA 3.55

 ECA 3.63

 ECA 3.105

 OTU 7

 ECA 3.43

 Pelomonas sp.

 ECA 3.30

 OTU 5

 ECA 3.6

 ECA 3.115

 ECA 3.22

 ECA 3.12

 OTU 13

 ECA 3.7

 ECA 3.49

 Legionella sp.

 ECA 3.100

 Haemophilus sp.

 ECA 3.31

 OTU 16

 Acinetobacter sp

 ECA 3.29

 ECA 3.64

 ECA 3.95

 ECA 3.47

 Bosea sp.

 ECA 3.59

 Bradyrhizobium sp.

 ECA 3.11

 OTU 23

 ECA 3.37

 ECA 3.107

 ECA 3.41

 Methylobacterium sp.

 ECA 3.104

 ECA 3.108

 ECA 3.102

 ECA 3.113

 ECA 3.50

 Streptococcus sp.

 ECA 3.36

 ECA 3.5

 ECA 3.67

 Peptostreptococcus sp.

 ECA 3.35

 Actinomyces sp.

 Mycobacterium sp.

 ECA 3.110

 ECA 3.16

 ECA 3.69

 ECA 3.88

 ECA 3.38

 Meiothermus sp.

 ECA 3.72

 Prevotella sp.

 ECA 3.77

 Prevotella sp.

0.05  
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1.11. ANEXO 11: Árbol filogenético Paciente ECAA 4 

 ECA 4.45

 ECA 4.67

 ECA 4.99

 ECA 4.56

 ECA 4.74

 ECA 4.32

 ECA 4.96

 ECA 4.102

 ECA 4.106

 Streptococcus sp.

 ECA 4.80

 ECA 4.60

 ECA 4.79

 ECA 4.91

 ECA 4.100

 OTU 25

 ECA 4.76

 ECA 4.22

 Granulicatella sp.

 ECA 4.70

 ECA 4.66

 ECA 4.105

 ECA 4.87

 Anaerobacter sp.

 ECA 4.64

 ECA 4.107

 Leptotrichia sp.

 ECA 4.83

 ECA 4.10

 ECA 4.86

 ECA 4.93

 ECA 4.81

 Veillonella sp.

 ECA 4.69

 Bradyrhizobium sp.

 ECA 4.101

 OTU 23

 ECA 4.57

 Caulobacter sp.

 ECA 4.15

 ECA 4.98

 ECA 4.4

 OTU 5

 ECA 4.30

 ECA 4.78

 OTU 2

 ECA 4.9

 OTU 7

 ECA 4.85

 Leptothrix sp.

 ECA 4.73

 Actinomyces sp.

 ECA 4.104

 OTU 26

 Mycobacterium sp.

 ECA 4.62

 ECA 4.17

 ECA 4.75

 ECA 4.25

 OTU 24

 ECA 4.59

 Meiothermus sp.

 ECA 4.89

 OTU 27

 ECA 4.92

 Parachlamydia sp.

 ECA 4.35

 Prevotella sp.

 ECA 4.50

 ECA 4.42

 Capnocytophaga sp.

 ECA 4.58

 Fusobacterium sp.

0.05  
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1.12. ANEXO 12: Árbol filogenético Paciente ECAA 5 

 ECA 5.47

 ECA 5.69

 ECA 5.24

 OTU 7

 ECA 5.32

 OTU 5

 OTU 2

 ECA 5.19

 ECA 5.55

 ECA 5.49

 ECA 5.8

 ECA 5.9

 Neisseria sp.

 ECA 5.1

 ECA 5.21

 ECA 5.46

 Pseudomonas sp.

 ECA 5.52

 OTU 13

 ECA 5.42

 ECA 5.58

 Haemophilus sp.

 ECA 5.18

 ECA 5.82

 ECA 5.48

 Caulobacter sp.

 ECA 5.59

 ECA 5.41

 Methylobacterium sp.

 ECA 5.57

 OTU 4

 ECA 5.63

 ECA 5.20

 ECA 5.64

 Veillonela sp.

 ECA 5.4

 ECA 5.5

 Fusobacterium sp.

 ECA 5.71

 Granulicatella sp.

 ECA 5.36

 ECA 5.40

 ECA 5.56

 ECA 5.44

 ECA 5.75

 ECA 5.37

 Streptococcus sp.

 Streptococcus sp.

 Mycobacterium sp.

 ECA 5.39

 ECA 5.68

 ECA 5.3

 ECA 5.17

 Treponema sp.

 ECA 5.79

 Meiothermus sp.

 ECA 5.60

 OTU 18

 ECA 5.62

 Porphyromonas sp.

 ECA 5.72

 ECA 5.7

 ECA 5.61

 ECA 5.34

 ECA 5.50

 ECA 5.23

 ECA 5.22

 Prevotella sp.

 ECA 5.6

 Prevotella sp.

 ECA 5.29

 ECA 5.30

0.05  
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1.13. ANEXO 13: Árbol filogenético Paciente ECTA 1 

 ECT 1.7

 ECT 1.133

 Haemophilus sp.

 ECT 1.10

 ECT 1.131

 ECT 1.87

 Stenotrophomonas sp.

 ECT 1.19

 OTU 19

 ECT 1.52

 Neisseria sp.

 ECT 1.16

 ECT 1.57

 ECT 1.124

 OTU 30

 ECT 1.119

 OTU 31

 ECT 1.30

 ECT 1.43

 ECT 1.63

 ECT 1.112

 ECT 1.138

 ECT 1.150

 Fusobacterium sp.

 ECT 1.127

 ECT 1.128

 ECT 1.64

 ECT 1.152

 ECT 1.111

 Streptococcus sp.

 Streptococcus sp.

 ECT 1.8

 ECT 1.129

 ECT 1.38

 Granulicatella sp.

 ECT 1.149

 Staphylococcus sp.

 ECT 1.22

 Veillonella sp.

 ECT 1.126

 ECT 1.136

 Gemella sp.

 ECT 1.98

 ECT 1.137

 OTU 32

 ECT 1.135

 Orinebacterium sp.

 ECT 1.106

 Rothia sp.

 ECT 1.96

 Nocardioides sp.

 ECT 1.155

 OTU 29

 ECT 1.153

 ECT 1.65

 ECT 1.15

 ECT 1.114

 Corynebacterium sp.

 Corynebacterium sp.

 ECT 1.125

 Prevotella sp.

 ECT 1.6

 ECT 1.55

 ECT 1.90

 ECT 1.1

 ECT 1.101

 ECT 1.24

 ECT 1.20

 ECT 1.25

 ECT 1.37

 Prevotella sp.

 ECT 1.47

 ECT 1.81

0.02  
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1.14. ANEXO 14: Árbol filogenético Paciente ECTA 2 

 ECT 2.5

 Haemophilus sp.

 ECT 2.17

 ECT 2.50

 ECT 2.58

 Haemophilus sp.

 ECT 2.44

 Haemophilus sp.

 ECT 2.15

 OTU 33

 ECT 2.23

 ECT 2.13

 Neisseria sp.

 ECT 2.12

 OTU 31

 ECT 2.40

 ECT 2.43

 Fusobacterium sp.

 ECT 2.38

 ECT 2.32

 ECT 2.29

 Actinomyces sp.

 ECT 2.33

 Dialister sp.

 ECT 2.30

 Veillonella sp.

 ECT 2.8

 Orinebacterium sp.

 ECT 2.1

 OTU 36

 ECT 2.42

 Granulicatella sp.

 ECT 2.54

 ECT 2.9

 ECT 2.28

 ECT 2.49

 Streptococcus sp.

 ECT 2.7

 ECT 2.10

 ECT 2.53

 Campylobacter sp.

 ECT 2.57

 Treponema sp.

 ECT 2.6

 ECT 2.36

 Porphyromonas sp.

 ECT 2.3

 Porphyromonas sp.

 ECT 2.21

 Prevotella sp.

 ECT 2.59

 ECT 2.35

 ECT 2.39

 ECT 2.2

 Bacteroidales sp.

 ECT 2.52

 ECT 2.47

 ECT 2.16

 ECT 2.18

 ECT 2.51

 ECT 2.46

 ECT 2.19

 ECT 2.37

 Prevotella sp.

 ECT 2.27

 ECT 2.11

 ECT 2.45

 ECT 2.4

 ECT 2.55

 ECT 2.60

 ECT 2.22

 ECT 2.26

0.05  
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1.15. ANEXO 15: Árbol filogenético Paciente ECTA 3 

 ECT 3.16

 ECT 3.59

 ECT 3.26

 ECT 3.62

 ECT 3.45

 ECT 3.17

 ECT 3.30

 ECT 3.34

 ECT 3.19

 ECT 3.28

 ECT 3.6

 ECT 3.12

 ECT 3.40

 ECT 3.5

 ECT 3.11

 ECT 3.10

 ECT 3.25

 ECT 3.41

 ECT 3.46

 ECT 3.54

 ECT 3.51

 ECT 3.42

 ECT 3.53

 ECT 3.7

 ECT 3.29

 ECT 3.39

 ECT 3.47

 Streptococcus sp.

 ECT 3.55

 ECT 3.13

 ECT 3.1

 ECT 3.18

 ECT 3.61

 ECT 3.14

 Granulicatella sp.

 ECT 3.8

 Gemella sp.

 ECT 3.15

 Peptococcus sp.

 ECT 3.2

 OTU 40

 Veillonella sp.

 ECT 3.9

 ECT 3.22

 ECT 3.60

 ECT 3.37

 ECT 3.3

 Fusobacterium sp.

 ECT 3.33

 Neisseria sp.

 ECT 3.23

 ECT 3.4

 Haemophilus sp.

 ECT 3.20

 Actinomyces sp.

 ECT 3.38

 ECT 3.58

 Rothia sp.

 ECT 3.35

 Prevotella sp.

 ECT 3.24

 ECT 3.52

 OTU 39

0.02  
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1.16. ANEXO 16: Árbol filogenético Paciente ECTA 4 

 ECT 4.13

 ECT 4.20

 ECT 4.30

 Acinetobacter sp.

 ECT 4.59

 ECT 4.37

 Pseudomonas sp.

 ECT 4.52

 Stenotrophomona sp.

 ECT 4.33

 ECT 4.34

 Neisseria sp.

 ECT 4.46

 ECT 4.41

 Diaphorobacter sp.

 ECT 4.17

 ECT 4.1

 Haemophilus sp.

 ECT 4.6

 Veillonella sp.

 ECT 4.74

 ECT 4.73

 ECT 4.78

 ECT 4.18

 ECT 4.76

 Fusobacterium sp.

 ECT 4.16

 Bulleida sp.

 ECT 4.3

 OTU 37

 ECT 4.44

 OTU 38

 ECT 4.67

 ECT 4.48

 Streptococcus sp.

 ECT 4.36

 ECT 4.11

 ECT 4.81

 Arthrobacter sp.

 ECT 4.47

 ECT 4.62

 ECT 4.69

 Actinomyces sp.

 ECT 4.5

 ECT 4.77

 ECT 4.50

 ECT 4.39

 ECT 4.31

 ECT 4.53

 ECT 4.58

 ECT 4.60

 ECT 4.68

 ECT 4.10

 ECT 4.84

 ECT 4.19

 Treponema sp.

 ECT 4.23

 Prevotells sp.

 ECT 4.2

 ECT 4.7

 ECT 4.22

 ECT 4.24

 ECT 4.14

 ECT 4.35

 ECT 4.40

 ECT 4.45

 ECT 4.72

 Prevotella sp.

 ECT 4.80

0.05  
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1.17. ANEXO 17: Árbol filogenético Paciente ECTA 5 

 ECT 5.56

 ECT 5.63

 ECT 5.53

 ECT 5.45

 ECT 5.38

 ECT 5.36

 ECT 5.35

 ECT 5.18

 ECT 5.13

 ECT 5.5

 ECT 5.12

 ECT 5.54

 ECT 5.62

 ECT 5.11

 ECT 5.16

 ECT 5.22

 ECT 5.47

 ECT 5.23

 ECT 5.21

 ECT 5.41

 ECT 5.1

 ECT 5.19

 ECT 5.50

 ECT 5.42

 ECT 5.29

 Streptococcus sp.

 ECT 5.28

 ECT 5.46

 ECT 5.39

 ECT 5.20

 ECT 5.7

 Granulicatella sp.

 ECT 5.57

 ECT 5.10

 ECT 5.3

 ECT 5.59

 ECT 5.24

 Gemella sp.

 ECT 5.61

 Bulleida sp.

 ECT 5.9

 Leptotrichia sp.

 ECT 5.37

 Veillonella sp.

 ECT 5.60

 Helicobacter sp.

 ECT 5.51

 Acinetobacter sp.

 ECT 5.14

 Ralstonia sp.

 Neisseria sp.

 ECT 5.34

 ECT 5.26

 ECT 5.48

 ECT 5.44

 OTU 29

 ECT 5.52

 Corynebacterium sp.

 ECT 5.27

 Rothia sp.

 ECT 5.49

 ECT 5.30

 Actinomyces sp.

 ECT 5.33

 Prevotella sp.

0.05  
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1.18. ANEXO 18: Árbol filogenético Paciente No-ECN 1 

 No-EC 1.21

 No-EC 1.7

 Neisseria sp.

 No-EC 1.25

 No-EC 1.6

 No-EC 1.38

 No-EC 1.42

 No-EC 1.40

 No-EC 1.20

 No-EC 1.9

 No-EC 1.28

 No-EC 1.37

 Neisseria sp.

 No-EC 1.8

 No-EC 1.52

 Neisseria sp.

 No-EC 1.4

 No-EC 1.27

 Acinetobacter sp.

 No-EC 1.29

 Haemophilus sp.

 No-EC 1.11

 No-EC 1.19

 No-EC 1.41

 No-EC 1.49

 No-EC 1.16

 Methylobacterium sp.

 No-EC 1.26

 OTU 47

 Streptobacillus sp.

 No-EC 1.14

 No-EC 1.36

 No-EC 1.48

 OTU 19

 No-EC 1.5

 No-EC 1.22

 Granulicatella sp.

 No-EC 1.12

 No-EC 1.30

 No-EC 1.43

 No-EC 1.33

 No-EC 1.50

 Gemella sp.

 No-EC 1.46

 No-EC 1.34

 No-EC 1.18

 No-EC 1.39

 No-EC 1.1

 No-EC 1.35

 No-EC 1.31

 Streptococcus sp.

 No-EC 1.44

 No-EC 1.3

 No-EC 1.17

 No-EC 1.47

 No-EC 1.51

 No-EC 1.10

 Rothia sp.

 No-EC 1.24

 Prevotella sp.

 No-EC 1.32

 No-EC 1.15

 No-EC 1.13

 No-EC 1.2

 Prevotella sp.

 No-EC 1.23

 No-EC 1.45

 Prevotella sp.

0.05  
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1.19. ANEXO 19: Árbol filogenético Paciente No-ECN 2 

 No-EC 2.14

 No-EC 2.27

 No-EC 2.17

 No-EC 2.7

 No-EC 2.54

 No-EC 2.35

 Streptococcus sp.

 No-EC 2.3

 No-EC 2.50

 No-EC 2.49

 No-EC 2.38

 No-EC 2.18

 No-EC 2.40

 No-EC 2.12

 Streptococcus sp.

 No-EC 2.11

 Streptococcus sp.

 No-EC 2.24

 Streptococcus sp.

 No-EC 2.6

 No-EC 2.34

 No-EC 2.32

 Granulicatella sp.

 No-EC 2.25

 Gemella sp.

 No-EC 2.28

 OTU 3

 No-EC 2.15

 Haemophillus sp.

 No-EC 2.10

 No-EC 2.42

 Veillonella sp

 No-EC 2.2

 No-EC 2.20

 No-EC 2.46

 No-EC 2.41

 Acinetobacter sp.

 No-EC 2.52

 No-EC 2.47

 Pseudomonas sp.

 No-EC 2.51

 Neisseria sp.

 No-EC 2.1

 Neisseria sp.

 No-EC 2.37

 No-EC 2.53

 Comamonas sp.

 No-EC 2.36

 Diaphorobacter sp.

 No-EC 2.19

 No-EC 2.48

 No-EC 2.31

 Rothia sp.

 No-EC 2.39

 No-EC 2.4

 No-EC 2.44

 No-EC 2.30

 No-EC 2.33

 Meiothermus sp.

 No-EC 2.9

 No-EC 2.16

 Prevotella sp.

 No-EC 2.13

 No-EC 2.5

 Prevotella sp.

 No-EC 2.45

 No-EC 2.26

 No-EC 2.21

0.05  
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1.20. ANEXO 20: Árbol filogenético Paciente No-ECN 3 

 No-EC 3.31

 No-EC 3.46

 Neisseria sp.

 No-EC 3.13

 No-EC 3.59

 No-EC 3.3

 No-EC 3.61

 No-EC 3.43

 No-EC 3.54

 Diaphorobacter sp.

 No-EC 3.58

 Acinetobacter sp.

 No-EC 3.10

 No-EC 3.48

 Escherichia coli

 No-EC 3.50

 Haemophilus sp.

 No-EC 3.29

 Meiothermus sp.

 No-EC 3.38

 OTU 6

 No-EC 3.45

 No-EC 3.41

 No-EC 3.44

 Granulicatella sp.

 No-EC 3.60

 No-EC 3.37

 No-EC 3.40

 No-EC 3.7

 Streptococcus sp.

 No-EC 3.4

 No-EC 3.35

 No-EC 3.56

 No-EC 3.53

 No-EC 3.15

 No-EC 3.55

 No-EC 3.5

 No-EC 3.1

 No-EC 3.9

 No-EC 3.20

 No-EC 3.21

 No-EC 3.14

 No-EC 3.27

 No-EC 3.28

 No-EC 3.34

 No-EC 3.32

 No-EC 3.39

 No-EC 3.47

 OTU 45

 No-EC 3.52

 Fusobacterium sp.

 No-EC 3.11

 Porphyromonas sp.

 No-EC 3.18

 Bacteroidales sp.

 No-EC 3.49

 Prevotella sp.

 No-EC 3.2

 No-EC 3.42

 Prevotella sp.

 No-EC 3.12

 No-EC 3.19

 No-EC 3.33

 No-EC 3.36

 No-EC 3.17

 No-EC 3.51

0.02  



Anexos 

194 
 

1.21. ANEXO 21: Árbol filogenético Paciente No-ECN 4 

 No-EC 4.7

 No-EC 4.22

 Diaphorobacter sp.

 No-EC 4.24

 Comamonas sp.

 No-EC 4.19

 Neisseria sp.

 No-EC 4.4

 No-EC 4.39

 No-EC 4.54

 No-EC 4.11

 Acinetobacter sp.

 No-EC 4.9

 No-EC 4.53

 No-EC 4.13

 No-EC 4.21

 No-EC 4.32

 No-EC 4.14

 Haemophilus sp.

 No-EC 4.15

 Veillonella sp.

 No-EC 4.29

 No-EC 4.33

 Streptococcus sp.

 No-EC 4.44

 Granulicatella sp.

 No-EC 4.37

 No-EC 4.41

 No-EC 4.42

 No-EC 4.10

 No-EC 4.56

 No-EC 4.27

 No-EC 4.20

 No-EC 4.46

 No-EC 4.52

 No-EC 4.38

 No-EC 4.26

 No-EC 4.25

 No-EC 4.23

 No-EC 4.18

 Prevotella sp.

 No-EC 4.30

 Prevotella sp.

 No-EC 4.55

 No-EC 4.36

 OTU 45

 No-EC 4.57

 No-EC 4.51

 No-EC 4.50

 No-EC 4.43

 No-EC 4.45

 No-EC 4.35

 No-EC 4.34

 No-EC 4.31

 No-EC 4.28

 No-EC 4.8

 No-EC 4.16

 No-EC 4.2

 No-EC 4.1

 No-EC 4.48

0.02  
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1.22. ANEXO 22: Árbol filogenético Paciente No-ECN 5 

 No-EC 5.15

 No-EC 5.56

 No-EC 5.7

 No-EC 5.3

 No-EC 5.44

 No-EC 5.18

 No-EC 5.22

 Streptococcus sp.

 No-EC 5.38

 No-EC 5.4

 No-EC 5.5

 No-EC 5.37

 No-EC 5.9

 No-EC 5.20

 No-EC 5.8

 Streptococcus sp.

 No-EC 5.48

 No-EC 5.29

 No-EC 5.58

 No-EC 5.2

 No-EC 5.33

 No-EC 5.21

 No-EC 5.25

 No-EC 5.47

 No-EC 5.24

 No-EC 5.45

 Lactobacillus sp.

 No-EC 5.41

 No-EC 5.50

 No-EC 5.1

 No-EC 5.36

 No-EC 5.28

 No-EC 5.52

 No-EC 5.34

 Veillonella sp.

 No-EC 5.16

 Acinetobacter sp.

 No-EC 5.46

 No-EC 5.42

 No-EC 5.13

 Neisseria sp.

 No-EC 5.14

 No-EC 5.54

 Comamonas sp.

 No-EC 5.57

 Diaphorobacter sp.

 No-EC 5.31

 No-EC 5.10

 OTU 45

 No-EC 5.6

 Prevotella sp.

 No-EC 5.30

 No-EC 5.35

 No-EC 5.40

 No-EC 5.19

 No-EC 5.55

 No-EC 5.43

0.02  
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1.23. ANEXO 23: Árbol filogenético Paciente ECAN 1 

 ECA 1.62

 ECA 1.30

 ECA 1.60

 ECA 1.64

 ECA 1.16

 ECA 1.12

 ECA 1.10

 ECA 1.57

 ECA 1.23

 Neisseria sp.

 ECA 1.29

 ECA 1.39

 ECA 1.55

 ECA 1.6

 Haemophilus sp.

 ECA 1.47

 Haemophilus sp.

 Haemophilus sp.

 ECA 1.37

 ECA 1.33

 ECA 1.34

 Veillonella sp.

 ECA 1.53

 ECA 1.51

 ECA 1.61

 Leptotrichia sp.

 ECA 1.41

 ECA 1.28

 ECA 1.4

 Fusobacterium sp.

 ECA 1.48

 OTU 42

 ECA 1.7

 Catonella sp.

 ECA 1.49

 ECA 1.43

 ECA 1.27

 ECA 1.68

 ECA 1.54

 ECA 1.25

 Granulicatella sp.

 ECA 1.63

 ECA 1.8

 Streptococcus sp.

 ECA 1.5

 Streptococcus ps.

 ECA 1.66

 ECA 1.38

 ECA 1.59

 ECA 1.67

 ECA 1.9

 ECA 1.13

 ECA 1.52

 ECA 1.56

 ECA 1.65

 ECA 1.24

 Mycobacterium sp.

 Meiothermus sp.

 ECA 1.18

 ECA 1.32

 ECA 1.11

 OTU 43

 ECA 1.36

 ECA 1.2

 ECA 1.26

 Prevotella sp.

 ECA 1.1

 ECA 1.14

 Prevotella sp.

 ECA 1.58

 Prevotella sp.

0.05  
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1.24. ANEXO 24: Árbol filogenético Paciente ECAN 2 

 ECA 2.60

 ECA 2.16

 Streptococcus sp.

 ECA 2.47

 ECA 2.34

 ECA 2.61

 ECA 2.8

 ECA 2.62

 ECA 2.52

 Streptococcus sp.

 ECA 2.38

 ECA 2.27

 Gemella sp.

 ECA 2.19

 Granulicatella sp.

 ECA 2.45

 ECA 2.5

 ECA 2.3

 Leptotrichia sp.

 ECA 2.40

 Fusobacterium sp.

 Streptobacillus sp.

 ECA 2.21

 ECA 2.57

 ECA 2.50

 OTU 44

 Veillonella sp.

 Veillonella sp.

 ECA 2.11

 ECA 2.55

 ECA 2.53

 ECA 2.20

 Veillonella sp.

 ECA 2.41

 ECA 2.46

 ECA 2.56

 Veillonella sp.

 ECA 2.12

 Neisseria sp.

 ECA 2.49

 ECA 2.33

 ECA 2.7

 Diaphorobacter sp.

 ECA 2.37

 Diaphorobacter sp.

 ECA 2.4

 Brucella sp.

 ECA 2.35

 Haemophilus sp.

 Haemophilus sp.

 ECA 2.39

 ECA 2.6

 ECA 2.43

 ECA 2.28

 Acinetobacter sp.

 ECA 2.59

 ECA 2.24

 ECA 2.14

 ECA 2.10

 ECA 2.23

 ECA 2.58

 ECA 2.22

 Atopobium sp.

 ECA 2.31

 ECA 2.48

 ECA 2.13

 ECA 2.42

 Meiothermus sp.

 ECA 2.30

 OTU 43

 ECA 2.2

 Prevotella sp.

 ECA 2.25

 Prevotella sp.

 ECA 2.36

 Prevotella sp.

 ECA 2.15

 ECA 2.29

0.02  
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1.25. ANEXO 25: Árbol filogenético Paciente ECAN 3 

 ECA 3.6

 ECA 3.43

 ECA 3.5

 ECA 3.29

 ECA 3.36

 ECA 3.8

 ECA 3.35

 Neisseria sp.

 ECA 3.40

 ECA 3.15

 ECA 3.42

 ECA 3.32

 ECA 3.14

 ECA 3.33

 ECA 3.39

 Neisseria sp.

 ECA 3.48

 ECA 3.22

 ECA 3.53

 ECA 3.54

 ECA 3.10

 ECA 3.30

 ECA 3.23

 ECA 3.11

 Acinetobacter sp.

 ECA 3.17

 Veillonella sp.

 ECA 3.24

 ECA 3.34

 ECA 3.26

 ECA 3.58

 ECA 3.41

 ECA 3.4

 Haemophilus sp.

 ECA 3.9

 Fusobacterium sp.

 ECA 3.47

 Leptotrichia sp.

 ECA 3.46

 ECA 3.1

 ECA 3.16

 Gemella sp.

 ECA 3.31

 ECA 3.55

 Granulicatella sp.

 ECA 3.28

 ECA 3.50

 ECA 3.44

 ECA 3.51

 ECA 3.49

 ECA 3.25

 Streptococcus sp.

 ECA 3.52

 OTU 45

 ECA 3.3

 ECA 3.37

 ECA 3.45

 Prevotella sp.

 ECA 3.18

 ECA 3.7

 ECA 3.20

 ECA 3.21

 ECA 3.57

 ECA 3.19

 ECA 3.56

0.02  
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1.26. ANEXO 26: Árbol filogenético Paciente ECAN 4 

 ECA 4.2

 ECA 4.45

 ECA 4.6

 ECA 4.46

 Acinetobacter sp.

 ECA 4.47

 ECA 4.21

 Acinetobacter sp.

 ECA 4.4

 Haemophilus sp.

 Haemophilus sp.

 ECA 4.16

 ECA 4.34

 ECA 4.15

 ECA 4.24

 Neisseria sp.

 ECA 4.30

 OTU 46

 ECA 4.36

 Pelomonas sp.

 ECA 4.49

 Comamonas sp.

 ECA 4.11

 ECA 4.58

 Diaphorobacter sp.

 ECA 4.40

 Methylobacterium sp.

 ECA 4.41

 ECA 4.38

 Meiothermus sp.

 ECA 4.56

 ECA 4.3

 ECA 4.29

 ECA 4.39

 ECA 4.44

 ECA 4.9

 ECA 4.13

 ECA 4.27

 ECA 4.42

 ECA 4.20

 ECA 4.37

 ECA 4.43

 ECA 4.35

 Rothia sp.

 ECA 4.32

 Veillonella sp.

 ECA 4.52

 ECA 4.55

 Gemella sp.

 ECA 4.57

 Granulicatella sp.

 ECA 4.23

 Streptococcus sp.

 ECA 4.50

 ECA 4.17

 ECA 4.33

 ECA 4.18

 ECA 4.26

 ECA 4.25

 Streptococcus sp.

 ECA 4.8

 ECA 4.48

 ECA 4.53

 ECA 4.31

 Fusobacterium sp.

 ECA 4.10

 ECA 4.19

 ECA 4.54

 Prevotella sp.

0.02  
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1.27. ANEXO 27: Árbol filogenético Paciente ECAN 5 

 ECA 5.11

 ECA 5.55

 ECA 5.33

 ECA 5.53

 ECA 5.51

 Acinetobacter sp.

 ECA 5.9

 ECA 5.38

 ECA 5.24

 ECA 5.10

 ECA 5.22

 Diaphorobacter sp.

 ECA 5.16

 ECA 5.20

 ECA 5.39

 ECA 5.14

 Haemophilus sp.

 Haemophilus sp.

 ECA 5.19

 ECA 5.54

 ECA 5.28

 Nevskia sp.

 ECA 5.30

 Diaphorobacter sp.

 ECA 5.25

 ECA 5.1

 ECA 5.32

 Neisseria sp.

 ECA 5.2

 Caulobacter sp.

 ECA 5.21

 ECA 5.48

 ECA 5.36

 Methylobacterium sp.

 Methylobacterium sp.

 ECA 5.4

 ECA 5.29

 ECA 5.41

 ECA 5.50

 ECA 5.56

 ECA 5.3

 ECA 5.58

 ECA 5.46

 Veillonella sp.

 ECA 5.18

 ECA 5.15

 ECA 5.42

 Rothia sp.

 ECA 5.8

 ECA 5.40

 ECA 5.26

 ECA 5.7

 ECA 5.49

 ECA 5.23

 Granulicatella sp.

 ECA 5.43

 ECA 5.57

 ECA 5.31

 ECA 5.37

 ECA 5.17

 ECA 5.34

 Streptococcus sp.

 ECA 5.27

 Prevotella sp.

 ECA 5.35

 ECA 5.47

 Fusobacterium sp.

0.02  
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1.28. ANEXO 28: Árbol filogenético Paciente ECAN 6 

 ECA 6.29

 ECA 6.32

 ECA 6.11

 ECA 6.15

 ECA 6.37

 ECA 6.39

 ECA 6.5

 ECA 6.53

 ECA 6.44

 ECA 6.19

 Neisseria sp.

 ECA 6.52

 ECA 6.36

 ECA 6.28

 ECA 6.10

 ECA 6.4

 Comamonas sp.

 ECA 6.17

 Diaphorobacter sp.

 Nevskia sp.

 ECA 6.24

 ECA 6.23

 ECA 6.41

 Acinetobacter sp.

 ECA 6.18

 Haemophilus sp.

 ECA 6.2

 Haemophilus sp.

 ECA 6.46

 Fusobacterium sp.

 ECA 6.47

 Streptobacillus sp.

 ECA 6.14

 Veillonella sp.

 ECA 6.31

 ECA 6.22

 Bulleida sp.

 ECA 6.6

 ECA 6.33

 Granulicatella sp.

 ECA 6.21

 ECA 6.45

 ECA 6.13

 ECA 6.8

 ECA 6.42

 ECA 6.7

 ECA 6.54

 ECA 6.16

 Streptococcus sp.

 ECA 6.34

 Atopobium sp.

 ECA 6.43

 Corynebacterium sp.

 ECA 6.12

 OTU 18

 ECA 6.26

 ECA 6.25

 ECA 6.1

 ECA 6.40

 ECA 6.38

 Prevotella sp.

 ECA 6.3

 Prevotella sp.

 ECA 6.51

 ECA 6.35

 ECA 6.49

 ECA 6.48

 Prevotella sp.

0.05  
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1.29. ANEXO 29: Árbol filogenético Paciente ECAN 7 

 ECA 7.9

 ECA 7.24

 ECA 7.8

 Streptococcus sp.

 ECA 7.27

 ECA 7.7

 ECA 7.17

 ECA 7.31

 ECA 7.45

 ECA 7.49

 ECA 7.12

 ECA 7.20

 Granulicatella sp.

 ECA 7.52

 ECA 7.13

 ECA 7.3

 ECA 7.47

 ECA 7.51

 Peptostreptococcus sp.

 ECA 7.6

 ECA 7.21

 ECA 7.5

 ECA 7.15

 Eubacterium sp.

 ECA 7.34

 Dialister sp.

 ECA 7.25

 Fusobacterium sp.

 ECA 7.37

 ECA 7.38

 OTU 47

 ECA 7.18

 Atopobium sp.

 ECA 7.14

 ECA 7.41

 ECA 7.33

 ECA 7.16

 Actinomyces sp.

 ECA 7.22

 Actinomyces sp.

 ECA 7.4

 ECA 7.19

 ECA 7.30

 ECA 7.39

 ECA 7.26

 ECA 7.48

 ECA 7.44

 ECA 7.35

 Acinetobacter sp.

 Escherichia coli 

 ECA 7.32

 ECA 7.46

 ECA 7.28

 ECA 7.42

 Nevskia sp.

 ECA 7.50

 OTU 48

 ECA 7.10

 ECA 7.36

 Neisseria sp.

 ECA 7.43

 ECA 7.40

 ECA 7.2

 ECA 7.23

 Prevotella sp.

 ECA 7.11

 ECA 7.29

0.05  
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1.30. ANEXO 30: Árbol filogenético Paciente ECAN 8 

 ECA 8.13

 ECA 8.31

 ECA 8.36

 ECA 8.15

 ECA 8.19

 ECA 8.3

 ECA 8.9

 ECA 8.8

 ECA 8.18

 ECA 8.10

 ECA 8.14

 ECA 8.22

 ECA 8.37

 ECA 8.25

 ECA 8.38

 ECA 8.57

 ECA 8.58

 Haemophilus sp.

 ECA 8.45

 Haemophilus sp.

 ECA 8.48

 Haemophilus sp.

 ECA 8.26

 Acinetobacter sp.

 ECA 8.44

 ECA 8.54

 ECA 8.41

 ECA 8.7

 ECA 8.56

 ECA 8.49

 ECA 8.24

 ECA 8.43

 Methylobacterium sp.

 ECA 8.28

 Methylobacterium sp.

 ECA 8.51

 ECA 8.47

 Ralstonia sp.

 ECA 8.4

 Nevskia

 ECA 8.61

 Thermomonas sp.

 ECA 8.11

 ECA 8.20

 ECA 8.53

 Neisseria sp.

 ECA 8.16

 Veillonella sp.

 ECA 8.39

 Rothia sp.

 ECA 8.29

 ECA 8.35

 Streptococcus sp.

 ECA 8.32

 ECA 8.42

 ECA 8.5

 Streptococcus sp.

 ECA 8.33

 Gemella sp.

 Granulicatella sp.

 ECA 8.12

 ECA 8.27

 ECA 8.34

 ECA 8.46

 Prevotella sp.

 Prevotella sp.

 ECA 8.17

 ECA 8.59

 ECA 8.55

 ECA 8.23

 ECA 8.40

0.05  
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