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RESUMEN

El pollo y el huevo son una fuente importante de proteina para el ser humano a nivel mundial. La produccion de estos alimentos se
ha intensificado durante los dltimos afos y se prevé que se produzca alrededor de 150 millones de toneladas de carne de pollo en
2020 (OCDE / FAO, 2018). Sin embargo, uno de los mayores problemas ligados a los procesos de produccién avicola lo constitu-
yen las enfermedades infecciosas ocasionadas por microorganismos patégenos. Entre los mads relevantes se encuentran microorga-
nismos como Salmonella ssp, Campylobacter spp, y Escherichia coli. Por lo tanto, es importante comprender los mecanismos impli-
cados en la colonizacién de microorganismos patdégenos que afectan a las aves de corral y sus interacciones con la microbiota
gastrointestinal las cuales son clave en la mejora de la absorcién de nutrientes y el fortalecimiento del sistema inmune, que influye
en el crecimiento, el bienestar y la salud de las aves de corral. Sin embargo, hay poca informacién relacionada con la microbiota
gastrointestinal de pollos parrilleros y gallinas productoras de huevo. Hasta hace poco, la caracterizacion se limitaba a los microor-
ganismos que podian recuperarse a través de cultivos tradicionales. Por lo anterior, en el dltimo tiempo se ha intensificado el uso
de técnicas moleculares, entre las que se destaca la metagendmica, la cual ofrece una alternativa para una mejor comprensién de
las interacciones bacterianas, la identificacion de genes de resistencia a los antibiéticos, identificacion de elementos genéticos mo-
viles, y el disefo de estrategias para intervenciones mas efectivas con el objetivo de romper la cadena de transmisiéon de micoorga-
nismos patégenos durante el ciclo de produccion avicola. En esta revision, se describen los principales enfoques metagenémicos
para el estudio de microbiomas de aves de corral, las técnicas de secuenciacion y herramientas bioinformaticas usadas para su
caracterizacion.
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ABSTRACT

Chicken and eggs are an important source of protein for humans worldwide. Production of these foods has been intensified in re-
cent years and around 150 million tonnes of chicken meat is expected to be produced by 2020 (OECD / FAO, 2018). However,
one of the biggest problems linked to poultry production processes are the infectious diseases caused by pathogenic microorgan-
isms. Among the most relevant are found microorganisms such as Salmonella ssp, Campylobacter spp, and Escherichia coli. There-
fore, it is important to understand the mechanisms involved in the colonization of pathogenic microorganisms that can affect poul-
try and their interactions with the gastrointestinal microbiota, which are key in improving nutrient absorption and strengthening the
immune system, which it influences the growth, welfare and health of the chicken. However, there is little information related to the
gastrointestinal microbiota of chicken. Until recently, the characterization was limited to microorganisms that could be recovered
through culture traditional. Therefore, in the last time, it has been intensified use of molecular techniques, among those is re-
marked metagenomics, which offers an alternative for a better understanding of bacterial interactions, the identification of antibiotic
resistance genes, identification of mobile genetic elements, and the design of strategies for more effective interventions with the
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aim of breaking the chain of transmission of pathogenic microorganisms during the poultry production cycle. In this review, the
main metagenomics approaches are describe aimed to study microbiomes from poultry, sequencing techniques and bioinformatics

tools used for its characterization.
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INTRODUCCION

La carne de pollo y el huevo se encuentran entre los
alimentos de origen animal de alto consumo a nivel
mundial (Mottet y Tempio, 2017). La demanda de ali-
mentos derivados de animales estd aumentando debido
al crecimiento de la poblacion, el aumento de los ingre-
sos y la urbanizacion (OCDE/FAO, 2014). De esta ma-
nera, la carne de pollo ha mostrado la tendencia mas
rapida en crecimiento en los dltimos afios. Se estima
que se produzcan alrededor de 150 millones de tonela-
das de carne de pollo en 2020 (OCDE / FAO, 2018).
Pese al progreso observado en la explotacion avicola,
este sector se enfrenta a amenazas significativas como
enfermedades infecciosas ocasionadas por microorga-
nismos patégenos como Salmonella ssp, Campylobacter
spp y Escherichia coli, entre otros (Davies y Wales,
2010). Ademas, la naturaleza ubicua de estos microorga-
nismos puede crear una fuente constante de contamina-
cion del producto alimenticio, debido a que las aves de
corral son uno de los principales reservorios de estos
patégenos (Davies y Wales, 2010).

La caracterizacién del microbioma de aves de corral se
centra actualmente en el estudio del tracto gastrointesti-
nal, dado que es el area de mayor abundancia y diversi-
dad bacteriana (O’Hara y Shanahan, 2006), mayor rele-
vancia para la salud del huésped, dado que el mismo
desempena un papel esencial en la digestion y absor-
cién de nutrientes, el desarrollo del sistema inmune y la
exclusion de patégenos (Pan y Yu, 2014; Yeoman et al.,
2012). Por otra parte, se ha sefalado que la dieta
(Hammons et al., 2010; Jia et al., 2009) y los aditivos
alimentarios (Amerah et al., 2011; Danzeisen et al.,
2011) pueden afectar la microbiota gastrointestinal de
las aves de corral con respecto a la diversidad y compo-
sicion (figura 1). En consecuencia, la microbiota intesti-
nal se ve influenciada por factores genéticos y factores
externos como la dieta y el ambiente (Apajalahti et al,
2004; Smulikowska, 2006; Wang et al,, 2016; Ballou et
al, 2016; Wang et al., 2018). No obstante, a pesar de la
importancia de la microbiota intestinal, y el papel que
tiene en la salud y bienestar de las aves de corral (Awad
et al., 2016; Stanley et al,, 2013), se ha estudiado de ma-
nera limitada la composicion y diversidad bacteriana
dentro del tracto gastrointestinal; adicionalmente el rol

de los microorganismos en el desarrollo de un tracto
gastrointestinal saludable aun es desconocido. Se cono-
ce poco sobre la diversidad de este ecosistema, su desa-
rrollo y la respuesta a las infecciones microbianas, princi-
palmente bacterianas, su impacto en el huésped vy las
interacciones entre la microbiota y el huésped.

Los primeros estudios de las comunidades microbianas
se limitaban a métodos convencionales usando medios
de cultivo selectivo para el crecimiento bacteriano.
(Barnes et al., 1972). Sin embargo, estas técnicas recupe-
ran una fraccién minoritaria de los microorganismos. Es
decir, para los taxones bacterianos que habitan en el
tracto gastrointestinal de las aves de corral, menos del
20% es recuperado a través de este método (Gaskins et
al., 2002). Por esta razén, se han utilizado nuevos enfo-
ques de estudio independientes del uso de medios de
cultivo, estos hacen uso de herramientas moleculares
con el objeto de superar los sesgos presentados y obte-
ner informacion detallada sobre la diversidad, estructura
y funcién del microbioma.

Entre las técnicas introducidas, se incluye el enfoque
molecular de electroforesis en gel de gradiente desnatu-
ralizante (DGGE) (Gaskins et al., 2002), electroforesis en
gel con gradiente de temperatura temporal (TTGE) (Zhu
et al, 2002) y la técnica del polimorfismo de longitud de
fragmento (T-RFLP) (Gong et al, 2008; Torok et al,
2011). De igual manera, la secuenciacién de Sanger
también ha sido utilizada para estudiar la diversidad de
la microbiota intestinal del pollo parrillero (Lu et al.,
2003). Aunque estos enfoques son mas robustos que los
métodos dependientes de cultivo, adin son incapaces de
representar con precision la diversidad del microbioma
de las aves, debido a su baja cobertura, rendimiento y
sumado a los altos costos que implica su utilizacion
(Choi et al.,, 2015). En los dltimos afnos, se han introduci-
do técnicas de biologia molecular que permiten acceder
a la diversidad microbiana de un ecosistema determina-
do. Estas hacen uso de la secuenciaciéon de proxima ge-
neracion (NGS), la cual proporciona un andlisis a gran
escala de la biodiversidad y abundancia de microorga-
nismos (Josefsen et al., 2015). A partir de esta tecnolo-
gia, es posible desarrollar estudios metagenémicos, faci-
litando un andlisis completo y complejo de las comuni-
dades microbianas (Simon y Daniel, 2011), ademas, es
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Tracto
Gastrointestinal

Dieta

* Los componentes de la dieta y los
promotores del crecimiento antimicrobiano
modulan el microbioma intestinal.

¢ Los prebioticos favorecen el crecimiento
de bacterias beneficiosas.

Huésped

¢ |nteracciones nutricionales entre el
huésped y la microbiota intestinal.

» La microbiota intestinal influye en la

N morfologia y fisiologia intestinal.

" + La microbiota intestinal interactua con

el sistema inmunitario

Cama de Corral

* El microbioma de la cama afecta el
microbioma intestinal, ya que los
pollos continuamente asimilan los
microorganismos de la cama.

¢ Las bacterias intestinales en las
excretas de pollo influyen en el
microbioma de la cama.

Figura 1. Asociacién entre microbioma intestinal, huésped, dieta y microbioma de la cama. (Adaptado de Pan y Yu (2014),

Wang et al. (2016), Ballou et al. (2016).

posible acceder a informacién en un dnico andlisis sobre
la presencia, proporcion, tipo, virulencia, prediccion de
roles nutricionales y resistencia a antibidticos de un de-
terminado grupo de microorganismos (Josefsen et al.,
2015). Por otra parte, este nuevo enfoque metagenémi-
co ha permitido el desarrollo de andlisis genémicos fun-
cionales completos para delinear los requisitos genéticos
requeridos para la colonizacién, infecciéon y superviven-
cia de microorganismos patégenos en condiciones am-
bientales a las que éste se encuentra expuesto. El desa-
rrollo y la aplicacion de tales herramientas novedosas de
la metagenoémica funcional pueden revelar vulnerabilida-
des previamente desconocidas, las cuales pueden explo-
rarse para desarrollar nuevas intervenciones y romper la
cadena de transmision de microorganismos patégenos
en la industria avicola. El propésito de esta revision fue
estudiar las metodologias utilizadas para andlisis metage-
némicos, con el fin obtener la taxonomia bacteriana e
inferencias funcionales de la microbiota gastrointestinal
de aves de corral. Se describe y se analiza el procesa-
miento de muestras, el tipo de enfoque metagendmico,
la tecnologia de secuenciacion y las herramientas bioin-
formaticas utilizadas para el andlisis de la informacion.

Recoleccion y extraccion de muestras de ADN

El procesamiento de muestras es el primer paso en los
proyectos metagenémicos. El ADN extraido debe ser
representativo de todas las células presentes en la mues-
tra y debe ser idoneo para la generacion de las bibliote-
cas gendémicas. Actualmente estan disponibles diferentes
métodos de extraccion de ADN para cada tipo de mues-
tra (e.g. muestras fecales, suelo) (Wise y Siragusa, 2007;
Hang et al., 2014; Josefsen et al.,, 2015). Sin embargo, la
seleccion del método o6ptimo no estd determinada
(Hamady y Knight, 2009). Existen diferentes kits de ex-
traccion de ADN, la mayoria de estos utilizan lisis celu-
lar, eliminacion de macromoléculas diferentes a acidos
nucleicos y recoleccién del ADN. En general, la lisis es la
estrategia mas aplicada y de mayor relevancia, puesto
que la intensidad de la lisis puede dar lugar a un sesgo
hacia un grupo taxonémico en particular (Josefsen et al.,
2015). Por tal razén, es necesario utilizar una combina-
cion de medios quimicos, fisicos y mecanicos para lisar
las células de manera eficiente. Trabajos previos reco-
miendan el uso combinado de los tres, especificamente
cuando se analizan comunidades microbianas complejas
(Yu y Morrison, 2004; Josefsen et al.,, 2015; Burbach et
al, 2016; Wang et al., 2016).
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Para la extraccién eficiente de ADN de muestras particu-
lares como como las heces o el intestino de las aves se
requiere de gran cuidado ya que son una clase de mues-
tras divergentes y de variabilidad en composicion (Gill,
2014). Lo anterior esta dado por las diferencias encontra-
das en la fisiologia del tracto digestivo de las aves y la
forma de procesamiento del alimento (Wise y Siragusa,
2007). Esto hace que la extraccion de ADN del microbio-
ma de las aves sea un desafio, por ejemplo, debido al alto
contenido de e.g. 4cido drico y sustancias hdmicas encon-
tradas en las muestras (Eriksson et al., 2017). De acuerdo
con la literatura el protocolo mas comun de extraccion de
ADN en muestras de heces y ciego intestinal ha sido el
planteado por Yu y Morrison (2004), al igual que el Kit de
extraccion QIAmpH DNA Stool Mini Kit (tablat).

Por otra parte, estudios recientes han sugerido cambios
en la microbiota gastrointestinal en pollos recién nacidos
asociados a factores contaminantes fecales o ambienta-
les, adheridos a la cascara de los huevos (Donaldson et
al., 2017). El estudio realizado por Lee et al. (2019), ha
indicado que méas del 50% de la diversidad de la micro-
biota de la clara de huevo y del intestino del embrién
tiene su origen a partir de la microbiota de la cascara de
huevo. Del mismo modo, sugieren que la microbiota de
la cloaca y del oviducto materno posiblemente determi-
na la microbiota de la cascara de huevos.

De esta manera, se han incluido técnicas para recuperar
el ADN en muestras de cascara de huevo, como el aisla-
miento de ADN basado en la resina chelex (Martin-
Platero et al., 2010). Este protocolo ha sido ampliamente
utilizado para muestras de diferentes origenes por su
bajo costo y simplicidad. Para realizar el aislamiento de
muestras de cascaras de huevos, el procedimiento
indica que los huevos deben limpiarse con un hisopo
estéril, luego éste debe ser almacenado en una solu-
cion fosfato en un tubo de microcentrifuga hasta la
extraccion del ADN. Para la obtencién del ADN, las
células bacterianas se recolectan por varias etapas de
centrifugacién. Posteriormente, se procede a realizar
la extraccién de ADN a partir del sedimento recolecta-
do (Martin-Platero et al., 2010. No obstante la senci-
llez del protocolo mencionado, el método de frotis de
la cascara de huevos presenta diferencias en los perfi-
les de las comunidades bacterianas y una menor efi-
ciencia en la extraccion comparado con el método de
trituracion de la cascara de huevo (Grizard et al,
2014). En este dltimo, se utiliza nitrégeno liquido para
la trituracién de las cascaras de huevo, el polvo obte-
nido se procesa utilizando el Kit NucleoSpin Soil Kit
(Grizard et al., 2014).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente es de inte-
rés optimizar un protocolo de extracciéon de ADN de alto
rendimiento para muestras aviares, con el fin de obtener
una representacion correcta del microbioma estudiado.

Estudios de Microbioma

Los estudios metagendmicos para el andlisis de microbio-
ma se pueden clasificar en dos categorias; estudios de
amplicén dirigidos, los cuales se centran en uno o varios
genes marcadores para revelar la composicion y diversi-
dad de la microbiota (Torok et al, 2011; Thomas et al,
2012; Neelakanta et al., 2013; Bhogoju et al, 2018) y el
enfoque metagenémico completo, también denominado
megenomica shotgun, debido a la aleatoriedad con que se
obtienen las secuencias gendémicas (Thomas et al.,, 2012;
Sharpton, 2014). La figura 2 muestra una descripcion ge-
neral de ambos tipos de estudio y su combinacion.

La metagenomica shotgun proporciona datos mas com-
pletos sobre el potencial funcional presente en las co-
munidades microbianas. Para este dltimo enfoque, la
naturaleza aleatoria de la secuenciacion garantiza una
cobertura adecuada para evaluar la estructura de la co-
munidad y abre nuevas vias para descubrir novedades
estructurales y funcionales (Kuczynski et al., 2012).

Metagenomica Dirigida 16S RNA

Las subunidades de proteina ribosémica, los factores de
elongacion, y las subunidades de ARN polimerasa han
sido utilizados como genes marcadores para estudiar la
composicion y la diversidad microbiana, sin embargo,
estos representan poblaciones diferentes (Rios y Rios,
2011). En consecuencia, la mayoria de estudios de co-
munidades microbianas incluyen la secuenciacion de
amplicones dirigidos filogénicamente informativos, co-
mo el gen de la subunidad ribosomal 16 rRNA para bac-
terias y Archaea, el gen 18S rRNA de especies eucarioti-
cas y las regiones nucleares de espaciador transcrito
ribosomal (ITS) para hongos (Meyer et al., 2010). Una
caracteristica diferenciadora de los genes rARN es su
presencia en todos los organismos, mientras que otros
marcadores usados tienen una distribucién taxonémica
limitada (Kuczynski et al.,, 2012). Ademas, el gen ribosé-
mico 16S rRNA consta de nueve regiones hipervariables
flanqueadas por regiones conservadas, las regiones hiper-
variables son especificas de cada género y especie, carac-
teristica utilizada en la identificacién de microorganismos
(Baker et al, 2003). En consecuencia, el gen 16S rRNA es
un marcador molecular 6ptimo para la identificacion a
nivel de especie en poblaciones microbianas. Por ejemplo,
para estudios microbianos del intestino de aves producto-
ras de carne y huevos se han cubierto las regiones V1-V3,
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Tabla 1. Estudios metagenémicos del microbioma de aves de corral.

Enfoque Tipo de Numero de Dieta de los Extraccion 5 L
- Objetivo del estudio Tiempo Muestreo 5 S 2 B Referencia
Metagenomico % Muestra o Muestras Animales ADN Secuenciacion Bioinformatica
Protocolo de Yu
Elucidacion de las funciones de la Dia 14y 28. Un grupo de Dictd \f Noitisas Piro secuenciacion MCG-RAST
165 rRNA microbiota cecal y caracterizacion Ciego intestinal pollos fue inoculado Muestras por Come;cial ;200_;‘ 454 Lyfe Science. Algoritmos Qu etal., 2008
Shotgun del perfil de la comunidad Pt artificialmente con 10~ 5| agrupamiento Conareial QIAMPH 6\_\ Lecturas: 24=30 (BLASTN 58 2
microbiana CFU de C. jejuni. St v millones BLASTX)
Stool Mini Kit
Protocolo de Yu MC-RAST
Estudiar el metabolismo de y Morrison Birosectusnciacion RDP, Silva LSU, Ahir et al
165 rRNA microbios intestinales de aves de Heces 5 Muestras (2004). Rocr:e-l'-l C5-FLX SilvassuU, Z 2010 <
=] =L/ < .
corral QIAmpH DNA & CGreen Cene
Stool Mini Kit and SEED
Shotgun Efectos de los niveles terapeuticos Nl GS-FLX
165 rRNA de virginia y tilosina y la monensina Ciaainiesting Dia7 Dial4 Dia3s 3 r‘u ac;; ;or Dieta QlAmpH DNA Lecturas: 1.291.219 MOTHUR Danzeisen etal.,
St 5 5 33, S
Region Hipervariable coccidial en la composicion de B s g‘ra'pamienl'o Modificada Stool Mini Kit Av. longitud: 234-399 MC-RAST 2011.
(V3) bacterias del ciego de pollo. b ‘ pb.
Determinar la correlacion entre la
Shotgun microbiota del tracto
Muestras Protocolo de Yu
165 rRNA gastrointestinal y el uso de energia Citsaintastinal Dia24 & ’fu )ad;" o Dieta \j Morican Piro secuenciacion 454 QIME Stanley etal.,
Region Hipervariable | en las aves de corral, asociado con OIS 5 g‘ralamie;l‘o Modificada ",.004" Roche 454 FLX Titanium . 2012.
(V1-V3) la eficiencia de la conversion de los e ~ g
alimentos.
Piro secuenciacion 454
- Resalta la alta variabilidad de la . Muestras . Protocolo de Yu 2 R ,J -
165 rRNA i S S Ciego Dia25 AL Dieta L Roche 454 FLX Titanium QIIME Stanley etal.,
25 S v 54
Hipervariable (V1-V3) SE ey intestinal Erpacas Modificada Av. longitud: 300-600 - 2013.
gastrointestinal de pollos. tratamiento (2004). pb
Estudiar la estructura de la
165 rRNA poblacion de la microbiota .
Muestras por Dieta lAamp DNA Zhao etal,,
Hipervariable (V3, V4,| intestinal en dos lineas de pollos Heces Dia 245 ; s ; bk Q ]. R Illumina Miseq (6 ciclos) MCG-RAST
VIV3) mantenidos bajo el mismo regimen agrupamiento modificada stool mini kit 2013.
-V3) K S S
de cria y alimentacion.
En este trabajo se analizo la MC-RAST
165 RNA microbiota fecal de Pollos de baja y Heces Dia 49 Muestras por Dieta QlAamp DNA | Piro secuenciacion 454 Ba‘"e ;e‘d;‘o' Singhetal,
Shotgun alta relacion de conversion de ’ agrupamiento Comercial stool mini kit  [Roche 454 FLX Titanium B (SEED o 2014,
alimentacion (FCR). o
Cuantificar el efecto de la genética
165 rRNA del huesped y la abundancia de
Muestras por Dieta IAamp DNA Meng etal.,
Hipervariable (V3, V4,| microorganismos y la correlacion Heces Dia 245 g 3 % ; % u‘ Q, ]. R lllumina Miseq (6 ciclos) MG-RAST g 2 e
VIV3) genética de la microbiota intestinal agrupamiento modificada stool mini kit 2014,
de dos lineas de pollos.
Caracterizacion de la microbiota
165 rRNA cecal en gallinas ponedoras a lo Semanas 1,2,3,4,8,12, Pirosecuenciacion
; k 3 < w i A Muestras por £ ; IAamp DNA T Videnska etal.,
Hipervariable (V3, [largo de su vida util, desde el dia de| Ciego intestinal | 16, 19, 22, 26, 34, 38, ; U ;mie'n'o Dieta comercial ?'ool n]1ini kit (S Titanium QIIME 2014
V4 la incubacion hasta las 60 semanas 45,51,55y60 Srup A - : -
de edad.

V3-V4, VAV5, V6-V7, V1, V2, V3, V4, V8, V9 del gen 165
rRNA. (Danzeisen et al., 2011; Stanley et al., 2012; Stanley
et al, 2013; Zhao et al,, 2013; Meng et al., 2014; Videnska
et al,, 2014; Sergeant et al., 2014; Ma et al,, 2015, Borda-
Molina et al., 2016; Hou et al, 2016, Wang et al,, 2016;
Bortoluzzi et al., 2017; Pineda-Quiroga et al., 2017; Bhogo-
juetal, 2018; Lee et al,, 2019), ver tabla 1.

Por otra parte, otra ventaja que proporciona el gen 16S
rRNA sobre otros genes marcadores potenciales, es la
disponibilidad de varias bases de datos de secuencias de
referencia y taxonomia, como greengenes (DeSantis et
al., 2006), SILVA (Pruesse et al., 2007) y Ribosomal Da-
tabase Project1 (Claesson et al., 2010). El gen 16S rRNA
ha sido utilizado para andlisis filogenéticos de la micro-
biota cecal en aves de corral (Lan et al, 2002). Sin em-

bargo, el primer estudio de metagendmica dirigida que
caracterizo6 la microbiota gastrointestinal de los pollos se
publicé en el afio 2008 (Qu et al., 2008). En este estu-
dio, se analiz6 la microbiota cecal de aves comerciales
usando el gen 16S rRNA y metagenémica shotgun, utili-
zando piro secuenciacién; los resultados obtenidos reve-
lan una vision mas completa de la comunidad microbia-
na del ciego del pollo. Se encontré que los elementos
moéviles de ADN son un componente funcional de los
microbiomas cecales, lo que contribuye a la transferen-
cia horizontal de genes y la evolucién funcional de los
microbiomas. Ademads, esto sugiere que la evoluciéon de
metavirulomas especificos del huésped es un factor que
contribuye a la resistencia de la enfermedad a patoge-
nos zoondticos (tabla 1).
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Tabla 1. Estudios metagendmicos del microbioma de aves de corral.

Enfoque Tipo de Numero de Dieta de los Extraccion ; ;
- Objetivo del estudio Tiempo Muestreo 5 S =i 85 Referencia
Metagenomico je Muestra 0o Muestras Animales ADN Secuenciacion Bioinformatica
Shotgun Elucidacion de las funciones de la s A 3
0 2 R ¥ B ) L2 X s $ Muestras por Dieta Protocolo lllumina MiSeq2000 Sergeantetal.,
165 rRNA (Region microbiota cecal y caracterizacion | Ciego intestinal Dia42 : - s QIIME
b g R IS agrupamiento modificada | Sergeant (2012). [ Aw. Longitud:110 pb 2014
Hipervariable V1-V3) del perfil comunitario.
Anotacion de genes de resistencia a
antibioticos del metagenoma de Muestras por < : : A R
e netas ' ' - 3 F Dieta .. ._|Mumina HiSeq 2000 Av. | CLC Genomics o
Shotgun cerdo, pollo y humano y su Heces 20 dias y 80 dias agrupamiento (& 3 Fast DNA Soil kit Maetal., 2015.
5 A Comercial length: 100 pb Workbench
coexistencia con elementos Muestras)
genéticos asociados.
Comprender la diferencia en la
composicion de la comunidad MOTHUR
microbiana intestinal, con el fin de 3 IAamp DNA lllumina Mise Miseq SOP
165 rRNA (Region : e 3 ARV A Muestras por Dieta ? Do 3 . } St = sy Shaufi etal,
Hipervariable V3) proporcionar conocimiento sobre | Ciego intestinal Dia7, 14,21 y42 S inamicats Comarcia Stool Mini Kit | (ejecucion pareada de 2 UCHIME 2015
! las funciones de la microbiota para (QIAGEN) X 151 pb) PICRUSt .
el mantenimiento fisiologico del PRIMER &
huesped.
Distinguir los efectos del mineral P,
Cay fitasa en la composicion de las
165 rRNA Al 3 I A . 5 Illumina MiSeq2000 .
4 2 3 comunidades microbianas lleo Dieta Kit Fast DNA ™ % Borda-Mollina
Region Hipervariable = . 3 . Dia26 237 muestras i 293,862 £ 1459 MOTHUR
presentes en el contenido y la capa | Ciego intestinal Comercial SPIN. X etal,2016.
V1.2 5 4 secuencias por muestra
mucosa del tracto gastrointestinal
(CGiIT) de pollos de engorde.
Evaluacion del desarrollo del
microbioma cecal en polluelos
165 IRNA : _ i Dieta ) o -
5 3 g desde la eclosion hasta los 28 dias e Kit MO BIO lllumina MiSeq ( 151 x Ballou et al.,
Region Hipervariable % 3 Cecal Dias0,1,3,7,14y28 6 muestras Comercial ¥ = QIIME
de edad con y sin una vacuna viva | Power Soil 151pb) 2016.
(V) z Modificada
de Salmonella y / o un suplemento
probioticos.
Shotgun Analizar los metagenomas fecales QIIME
165 rRNA de los pollos de la linea magra (LL} . . QlAamp DNA Pirosecuenciacion 454 Parallel- Hou et
] 5 E & Heces Semana37 y 40 29 Muestras Dieta comercial S x REREY
Region Hipervariable y grasa (FL) divergentemente = d > k stool mini kit [Roche 454 FLX Titanium| META31 and al.,2016.
(V1-V3) seleccionados MetaPhlAn32
En este estudio, se investigo el
165 rRNA efecto de la reutilizacion de la . . N N Protocolo de Yu . - -
. S ; B Ciego intestinal ' Muestras por Dieta . Piro secuenciacion 454 Wangetal.,
Region Hipervariable cama. Se utilizo 2 regimenes de Dial0yDia35 5 ) y Morrison = e QIIME
% g = Cama de corral agrupamiento Comercial Roche 454 FLX Titanium 2016
(V1-V3) manejo de la cama: cama fresca (2004).
versus reutilizada.
Estudiar si la microbiota intestinal Primer Experimento: Dia
165 rRNA de gallinas donantes de diferentes 46,7,8,11,13,16,20, p— ? y
LS 2 o > < . < . .,u i Muestras por . . | Mini Kit de ADN | MiSeq Reagent Kitv3 y Varmuzova et
Region Hipervariable | edades protegera igualmente a los | Ciego intestinal 23,26 Dia 2 Dieta comercial : QIIME
3 * 3 X agrupamiento QlAamp MISEQ 2000 al., 2016.
(V1-V3) pollos contra la infeccion por Segundo Experimento:
Salmonelia Enteritidlis. Dia&.
Shotgun Comparacion de dos lineas de
S l
llos S Y Magros). iet Aamp DNA lllumina HiSeq2! ; in L,
165 IRNA (Region pollos(Boraos yimagro Heces Dia35 109 Muestras et Qlaamp DN uming Hiseq2000 MC-RAST Ding eta
5 2 0 Comprender la influencia del Comercial Stool Mini Kit Av. longitud: 100 pb 2016.
Hipervariable V4) 2 2 R 4
huésped en la microbiota intestinal.
Caracterizar los patogenos virales
asociados con pollos de engorde no Protocolo o 5
3 <454 Life Sciences S
Whole genome afectados de 2 a 3 semanas de Ciego intestinal Dia13y21 Muestras por Devaney etal. Genome Sequencer FLX MEGAN Devaney etal.,
i D S 2 : 3 r 2
' edad que utilizan la secuenciacion agrupamiento (20186). SEse MG-RAST 2016.
de proxima generacion y Viral RNA mini kit SRS
metagenomica comparativa.

Como resultado, los perfiles de secuenciacion del gen
ribosomal 16S rRNA ha permitido determinar la relacion
entre la diversidad microbiana y las condiciones ambienta-
les a las que se encuentra expuesta. Ademas, las modula-
ciones de la comunidad microbiana en respuesta a los
promotores de crecimiento, antibi6ticos, indicando que
los cambios en la estructura de las comunidades microbia-
nas cecales o fecales que han sido inducidas por antibi6ti-
cos son un factor determinante en la abundancia de mi-
croorganismos presentes en el huésped vy los retos a futu-

ro para reemplazar los efectos generados por los promo-
tores de crecimiento y antibiéticos utilizando enfoques
alternativos (Danzeisen et al, 2011; Xiong et al, 2018)

En el caso de la microbiota del tracto gastrointestinal de
aves, se ha generado una visién sobre las interacciones
huésped-microorganismos, ademds contempla posibles
hipotesis sobre mecanismos de la enfermedad (Ding et
al., 2016; Sergeant et al., 2014; Stanley et al, 2013;
Wang et al., 2016).
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Tabla 1. Estudios metagenémicos del microbioma de aves de corral.

Enfoque Tipo de Numero de Dieta de los Extraccion 5 L
. Objetivo del estudio Tiempo Muestreo s S S 552 Referencia
Metagenomico e Muestra o Muestras Animales ADN Secuenciacion Bioinformatica
Caracterizar filogenéticamente el
165 rRNA B EE 7 454 Life Sciences UCHIME 8
F : 5 contenido cecal y la mucosa ileal 5 9 3 = Muestras por N 5 Protocolo Yu y s i Weietal,
Region Hipervariable e, Ciego intestinal 6 Semanas : Dieta comercial g CGienome Sequencer FLX MOTHUR
de pollos y pavos utilizando agrupamiento Morrison (2004). z 2016.
(V3) 2 system MC-RAST
metagenomica
Estudio de la composicion y
165 rRNA estructura de la comunidad Eilama speps Dieta PRI
Region Hipervariable | microbiana en pollos de engorde y e 7y 14 dias ) N & iz Kit Power Soil lllumina MiSeq QIIME o v
-7 < 3 ¥y mucosa agrupamiento Comercial 2016.
(V3-4-5) el efecto de la infeccion por
Campylobacter jejuni.
Metagenomica Diagnostica en Muestras por IAamp Fast
= ; e g.. Gl y e & Dieta Q' 2 ¢ e Illlumina MiSeq Andersen et al.,
165 rRNA muestras fecales. Identificacion de Heces agrupamiento 2 DNA Stool Mini = CLARK
Comercial E 2 X250 pb 2017.
Campylobacter sp. 10 muestras Kit
165 rRNA En este estudio, se registraron los QlAamp DNA FLASH
Rezion I-Ti Jen‘ariable rendimientos individuales de 252 Heces Semana 59 Muestras Dieta comercial stool mini kit Jllumina Mise QIIME Yanetal,
2 o 2 % r A - 2 - h
g |\l-1‘ gallinas para evaluar la eficiencia de [ Ciego intestinal ” agrupadas . (QIAGEN, eq ANOSIM 2017.
4 la alimentacion. cat#51504)58 analysisb2
Se utilizo el pollo como organismo
165 rRNA modelo para investigar la . 2 5 % DNA Stool Mini PICRUSt 2
E : 3 A A 5 : 3 Ciego intestinal Dieta < . % Dingetal.,
Region Hipervariable | composicion microbiana intestinal Heces Dia4,12y42 176 Muestras Comercial Kit (TIANGEN, Illumina TruSeq QIIME 2017
(V4) en embriones, pollos y gallinas - cat#DP328 STAMP =
maternas.
Evaluacion del efecto del butirato
de sodio en el rendimiento, la
165 rRNA expresion de genes relacionados Muestras por lllumina MiSeq2000
ey : g L aen s w  an g uestiest Dieta QlAamp DNA e Bortoluzzi et
(Region Hipervariable con el sistema inmunitario en Ciego intestinal Dia28 agrupamiento 2 SR Av. longitud: 300-600 MOTHUR
. ] moedificada Stool Mini Kit al., 2017
V3-vy) microbiota cecal de pollos de 6 muestras pb
engorde cuando se redujo la
energia de la dieta.
Caracierisar ol microbiomasia 150 Huevos antes Trimmomatic v.
165 rRNA 3 , ’ de Desinfeccion 5 A 0.32
3 3 _ carga bacteriana aerobia de los = DNeasy Blood & MiSeq (lllumina) e Olsenetal,
Region Hipervariable s Huevos 150 Huevos : ? FLASHwv. 1.2.7
huevos; antes de la desinfeccion, Tissue KitTM (2 X301 pb) 2017.
v4) despues de la desinfeccion. Cespuesde QUME
i ) : desinfeccion MG-RAST
lon Torrent Personal
Protocolo Neira | (Genome Machine (Life
: Identificar la microbiota presente en . Muestras por etal, 2017. Technologies. NCBI CGienBank Neira etal.,
Protocolo PGM. Huevos Diferentes lotes 2 23 -
los huevos agrupamiento Power Biofilm Protocol lon PGM™ database 2017.
DNA Isolation Kit | Sequencing 200 Kit v2
for 500 flows.
165 rRNA Dieta
) ‘), 3 Dinamica de la microbiota dentro o4 . ; 4 b QlAamp DNA | lllumina MiSeq 855,136 Ferrario etal.,
(Region Hipervariable Ciego intestinal 6 Muestras modificada y i, L QIIME o~
de los hospedadores. 2 2 Stool Mini Kit Lecturas 2017.
V3) dieta variable

Adicionalmente, estudios metagenomicos utilizando el gen
16s RNA han asociado el genotipo del hospedador y la
dieta como factores influyentes en la sucesion de la micro-
biota intestinal de las aves de corral. (Zhao et al, 2013;
Meng et al,, 2014; Borda-Molina et al,, 2016; Varmuzova et
al, 2016; Ding et al, 2016, Yan et al, 2017, Bortoluzzi et
al, 2017; Pineda-Quiroga et al, 2017; Huang et al,, 2018).

Metagenomica Shotgun

La metagendmica dirigida es un enfoque que hace posible
estudiar la diversidad microbiana a gran escala, no obstan-
te la secuenciaciéon de amplicones tiene sus limitaciones;
en primer lugar, puede producir estimaciones de diversi-

dad ampliamente diferentes (Jumpstart Consortium Hu-
man Microbiome Project Data Generation Working
Group, 2012), en segundo lugar, la secuenciacion de am-
plicones generalmente solo proporciona informacién so-
bre la composicion taxonémica de la comunidad micro-
biana (Liu et al, 2008). En consecuencia, es imposible re-
solver directamente las funciones bioldgicas asociadas a
los taxones utilizando este enfoque, ademas, la identifica-
cion de bacterias altamente divergentes son dificiles de
caracterizar mediante este enfoque (Sharpton, 2014).

En consecuencia, el enfoque metagenémico “shotgun”
es un método alternativo para estudiar ecosistemas
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Tabla 1. Estudios metagenémicos del microbioma de aves de corral.

Enfoque Tipo de Numero de Dieta de los Extraccion ; i ;
I Objetivo del estudio Tiempo Muestreo Z B 3F 5% Referencia
Metagenomico je Muestra 0o Muestras Animales ADN Secuenciacion Bioinformatica
Investigar el efecto de la
suplementacion de dietas a base de
165 rRNA trigo y cebada con suero seco, en Kit de extraccion . :
MOTHUR Pineda-Quir
(Region Hipervariable polvo, y con quitosan, en el Ciego intestinal Dia21 yDia42 10 Muestras Dieta Modifica | de ADN Power Illumina MiSeq2000 ‘UCC>HI\$E exe:/a%:]l;ga
V4) rendimiento productivo, Soil 2 ettt
histomorfometria duodenal y
microbioma cecal de los pollos.
Investigar la ocurrencia, diversidad
. 6 semanas en pollos N 2 <
Shoteun y abundancia de genes de Lo 55 semanas en sallinas Muestras Dicia commsisiai QlAamp DNA Illumina HiSeq 2000 MEGAN Tongetal.,
SO resistencia a antibioticos en heces ° e Jone:jorag' : Agrupadas Stool Mini Kit Lecturas: 4.737.146 BLAST 2017.
de pollos de engorde | °
Investigar los cambios en la
105 i comunid:‘j bacteriana, variaciones Muestias PowerSoil DNA liiuming tised 000 ARCSOND Xiong et al.
(Region Hipervariable iy % . Heces Dia20,25,30y 40 agrupadas por |Dieta comercial b 22 150 PE (paired-end CLC Genomics e o
g en los genes de resistencia en pollos - isolation kit : 2018.
V3-v4) tratamiento sequencing) Workbench
de engorde.
studi | perfil mi iologi
Estudio del perfil microbiologico de ) DNeasy Blood & . . ]
165 RNA canales de pollo recolectadas de Canales Dia3s 15 Canales Dietas Tissue HiScansSQ (lllumina) a MC-RAST De Cesare etal.,
e animales alimentados con diferentes : ” modificada Ki?fu 100 pb STAMP 2018.
dietas. '
El analisis metagenomico
proporciona informacion sobre el Protocolo
mecanismo de promocion del . . . - Dieta - : Illumina HiSeq 2500 and| DIAMOND Huang etal.,
165 rRNA Ciego intestinal Dia21vy42 495 Muestras Zoetendal etal.,
- crecimiento de MCE y la A y > modificada 2006 HiSeq X10 KEGG 2018.
importancia de utilizar promotores <
de crecimiento
Establecer y comparar los perfiles Cenomic DNA
165 rRNA microbianos del GIT llina y mini Kit (Life
3 6‘.’ : Mictoble! c_; .de ce gellina y . . 5 Dieta e L,I 2 lon plus fragment (Life QIIME Bhogoju etal,
Hipervariable V2-4-& pollo de Guinea y establecer la | Ciego intestinal 20 Semanas 20 muestras modificada Technologies, Technologies) BLAST 2018
V36,79 diversidad o similitud microbiana Waltham, MA, s ’ =
entre las dos especies de aves. SA)}
mparar | mposicion de |
165 rRNA Sompararia composiclon e i . _ FLASH
. s . microbiota intestinal en los patos . . . - . . |kitQlAamp DNA lllumina HiSeq Wangetal.,
(Region Hipervariable X , 053 Ciego intestinal 300 dias &5 muestras Dieta comercial ) S 2 (V1.2.11)
Shaoxing en diferentes condiciones Stool Mini Lecuturas:250 pb 2018.
V3-v4 , QIIME
de piso de cama.
En este estudio, se estudio la Protocolo Perlas
165 IRNA microbiota de huevos liquidos Magneticas. FASTQC
Rezion l-:i )en;riable producidos por diferentes Huevos Junio de 2014- Junio de Muestras (Neoprospecta llumina. V2 kit, UCHIME2 Vieiraetal,
g ‘\; V4) proveedores y productos finales liquidos 2015 agrupadas(415) ) Microbiome 300 ciclos QIIME 2019
i (huevos enteros liquidos Technologies, UCLUST
pasteurizados. Brazil).
165 rRNA Comparar la estructura microbiana 5
5 3 ) i 2 5 . s QlAamp Fast . Zhao etal.,
Region Hipervariable |intestinal de los patos Shaoxing con Cecal 32 semanas 10 muestras Dieta comercial P Illumina (NEB, USA) QIIME
i < DNA Mini Kits 2019.
(V3-v4) y sinagua
Caracterizar la comunidad .
. " Oviducto
165 rRNA microbiana en el tracto
Region Hipervariable reproductivo de los pollos y Caccara de i s QIIME2
e ; ¥ ,L 7 P i huevo 34y 23 Semanas 92 Muestras Dieta comercial| and tissue kit | lon S5 XL( chip lon 530} 3 i Leeetal, 2019.
(V2,V3,V4,V6- determinar el origen de la Intastino (Qiagen) ANCOM
7.Vé\N9) microbiota intestinal del embrion i &Y
Clara de huevo
de pollo.

complejos, en el cual se reducen las limitaciones ante-
riormente mencionadas. En este procedimiento, el ADN
extraido se corta en pequefos fragmentos que se se-
cuencian de forma independiente, en lugar de apuntar a
un locus genémico especifico para la amplificacion, dan-
do como resultado una vista completa de todos los mi-
croorganismos y genes presentes en la microbiota

(Sharpton, 2014). De esta forma, la metagendmica
“shotgun” describe el conjunto de genomas y los genes
correspondientes de un ecosistema dado, facilitando la
caracterizacion de la funcionalidad bacteriana potencial
en ambientes especificos (Marchesi y Ravel, 2015). Asi-
mismo, la combinacién del uso de marcadores filogené-
ticos 16S rRNA, enfoques metagenémicos shotgun,
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Figura 2. Andlisis metagenémico del tracto gastrointestinal de aves. Adaptado de Morgan et al. (2013),

Choi et al. (2015).

técnicas moleculares de secuenciacion masiva y las he-
rramientas para andlisis de datos, han permitido obtener
informaciéon sobre el microbioma gastrointestinal de
aves de corral, en cuanto a taxonomia y funciéon de mi-
croorganismos (Borda-Molina et al., 2016; Bortoluzzi et
al, 2017; Danzeisen et al., 2011; Ding et al., 2016;
Meng et al., 2014; Pineda-Quiroga et al., 2017; Sergeant
et al., 2014; Stanley et al., 2013; Wang et al., 2016). No
obstante, hasta el momento solo unos pocos estudios se
han enfocado en estudiar las funciones de los microor-
ganismos que se encuentran presentes en el tracto gas-
trointestinal de las aves (Yeoman et al., 2012). Hasta la

fecha se han realizado ocho estudios metagenémicos
shotgun en pollos, enfocados en el ciego intestinal. El
primero, realizado por Qu et al. (2008), se determiné la
distribucion de 200.000 genes presentes en los pollos
sanos y en pollos infectados experimentalmente con
Campylobacter jenuini. En el segundo, Danzeisen et al.
(2011), analizaron las diferencias en los genes entre los
pollos de control y los alimentados con niveles sub-
terapéuticos de antibidticos para mejorar el crecimiento.
En el tercero, Singh et al. (2014), determinaron la varia-
cién de la microbiota intestinal y la eficiencia de la con-
version de los alimentos representado en ganancia de
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peso, encontrando que la microbiota cecal presenté una
mayor diversidad en muestras con alta conversion de
alimento comparada con la microbiota encontrada en
aves con baja conversion de alimento. Por otra parte, las
diferencias encontradas en el andlisis funcional de los
genes asociados con el metabolismo de carbohidratos y
aminodcidos o asociados a la virulencia y motilidad fla-
gelar, estaban en mayor proporcién en aves con baja
conversion de alimento. En este sentido, esta informa-
cion facilita estrategias para mejorar la eficiencia de la
alimentacion y la formulacién para pollos de engorde.

En el cuarto estudio Sergeant et al. (2014), se centraron
en las funciones de ciego intestinal encontrando que el
microbioma cecal codifica varias fermentaciones o rutas
que conducen a la produccion de 4cidos grasos de ca-
dena corta con caracteristicas novedosas. En el quinto,
Ma et al. (2015), investigaron genes de resistencia a los
antibiéticos (ARG) y su coexistencia con elementos ge-
néticos moviles asociados, detectando altos niveles de
genes de resistencia a mdltiples medicamentos ARGs
(7762 x/Gb) como tetraciclina, eritromicina y a los ami-
noglucésidos en las heces de pollos adultos. Estos resul-
tados proporcionan conocimiento con respecto a los
genes asociados ARG vy la posible evaluacion del riesgo
ambiental y publico. En otro estudio, realizado en la in-
vestigacion de genes de resistencia a los antibidticos,
Tong et al. (2017), encontraron que la especie Esche-
richia coli fue representativa en las heces de las aves.
Por otra parte el andlisis de Blast y la comparacién con
la base de datos de genes de resistencia a antibioticos
revelo que las heces de pollo contenian gran abundan-
cia de genes de resistencia a antibiéticos ARG, entre los
cuales la vancomicina (van) fue mas abundante (36% de
todas las lecturas). Finalmente, el enfoque Metagenémi-
co shotgun ha permitido comparar el microbioma intesti-
nal de dos lineas de pollos (Magras y grasa), observando
diferencias estructurales significativas tanto en los meta-
genomas filogenéticos como en los funcionales entre las
dos lineas de pollos (Hou et al., 2016; Ding et al., 2016).

En este sentido, los proyectos metagenémicos del trac-
to gastrointestinal de pollos se han centrado en las fun-
ciones de la microbiota cecal (Sergeant et al., 2014), el
papel fundamental de la microbiota de aves en los para-
metros de rendimiento y cambios en la dieta (Yan et al.,
2017), las comparaciones entre lineas gordas y magras
(Singh et al., 2014; Ding et al., 2016; Hou et al., 2016),
los mecanismos de respuesta a microorganismos pato-
genos (Qu et al., 2008), representacion del viruloma (Qu
et al.,, 2008) y de los genes de resistencia a antibiéticos
(Ma et al., 2015; Tong et al., 2017), ver tabla 1.

Del mismo modo, estas investigaciones descubrieron
una gran cantidad de informacién relacionada con la

prevalencia de elementos moviles y genes involucrados
en la nutricion, la virulencia y la resistencia a los antibio-
ticos. Por otra parte, generaron una visién detallada de
la diversidad y distribucion de todos los tipos de micro-
organismos, incluidas las bacterias, las arqueas, los virus
y los microorganismos eucaridticos.

Tecnologias de Secuenciacion de microbiomas de aves
de corral

Se han utilizado varias tecnologias de secuenciacion
para realizar estudios de microbioma a partir de perfiles
taxonémicos basados en 16s RNA y shotgun (Danzeisen
et al, 2011). Dentro de estas tecnologias se encuentra
incluida la secuenciacién capilar (Sanger), este método
pertenece a la primera generacién de técnicas de se-
cuenciacion. Lu et al. (2003), utilizaron esta técnica para
estudiar la sucesion de la microbiota intestinal de pollo,
encontrando que la composiciéon y la diversidad de la
microbiota varia con diferentes dietas, aditivos para
piensos y probidticos (Ballou et al, 2016). Pese a los
resultados encontrados, el método convencional de se-
cuenciaciéon de Sanger ha limitado los estudios metage-
némicos de microbiota gastrointestinal debido a los al-
tos costos de secuenciacion, insuficiencia en las secuen-
cias y su bajo rendimiento (Choi et al., 2015). En conse-
cuencia, hubo la necesidad abordar nuevos métodos de
alto rendimiento, capaces de generar cientos de miles
de secuencias de manera mas rapida y econémica. Estas
técnicas son denominadas tecnologias de secuenciacion
de proxima generacion (Metzker, 2010), las cuales cons-
tituyen diversas estrategias que se basan en una combi-
nacion de plantillas, secuenciacion e imagenes, alinea-
ciéon del genoma y métodos de ensamblaje (Diaz-
Sanchez et al, 2013). Actualmente, existen diferentes
plataformas disponibles para secuenciacién; dentro de
éstas, se incluyen plataformas de segunda generacion
HT-NGS, las cuales pueden generar alrededor de qui-
nientos millones de bases de secuencia en bruto
(Roche) a miles de millones de bases en una sola ejecu-
cién (lllumina, SOLID). Estos nuevos métodos tienen
algunas de las siguientes caracteristicas en la forma de
realizar la secuenciacion:

(i) Secuenciacion por sintesis:

-PCR en emulsién (Roche SoliD)

-PCR en puente (llumina)

(i) Secuenciacion por semiconduccion:
-lon Torrent

En la tabla 2 se senalan caracteristicas distintivas de cada
tecnologia, como longitud de lectura, tiempo de corrida,
tasa de error, tamano de insercion y costo.

La descripcion de cada una de las plataformas mencio-
nadas permite evidenciar los rapidos avances tecnolégi-
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cos en las metodologias de secuenciacion, sus aplicacio-
nes y las herramientas optimizadas resaltan la importan-
cia de la investigacion del genoma. Por otra parte, se
hace evidente que en los ultimos afos los estudios so-
bre la evolucién experimental microbiana han utilizado
la secuenciacion como una herramienta fundamental
para investigar el rol ecolégico de los microorganismos
en diferentes ambientes (Kuczynski et al., 2012).

Por otra parte, la aplicacion de las técnicas de secuencia-
cion de proxima generacion son herramientas Utiles y va-
liosas para comprender la evolucién de microorganismos
patégenos y sus cambios mutacionales dentro y en el
huésped, ademas, son idéneas para identificar los microor-
ganismos patdgenos que causan infecciones o epidemias
en las poblaciones huéspedes (Schmid et al., 2000).

Lo anterior evidencia como la secuenciacion de préxima
generacion revolucion6 y cambid las perspectivas en la
caracterizacion de las comunidades microbianas. Los
estudios metagenomicos realizados en microbioma de
aves de corral demuestran que las tecnologias de se-
cuenciacion seleccionadas para este tipo investigaciones
han sido las tecnologias: Illlumina MiSeq, HiSeq, Pirose-
cuenciacion e lon Torrent (tabla 1).

De este modo, las tecnologias de secuenciacién de pro-
xima generacion en investigaciones del microbioma de
aves de corral muestran una nueva orientacién e integra-
cién de los antiguos estudios de laboratorio, resaltando
su veracidad en el seguimiento y deteccién de los patro-
nes de evolucién encontrados en microorganismos paté-
genos en diferentes entornos (Danzeisen et al.,, 2011).
Ademas, estas tecnologias soportan el desarrollo de es-
trategias para el control de patdégenos, puesto que permi-
te identificar genes de resistencia, diversidad microbiana
a gran a escala, generando como resultado un anlisis
completo del microbioma intestinal (Qu et al., 2008; Ma
etal, 2015; Tong et al., 2017; Lee et al., 2019).

Herramientas de analisis de datos bioinformaticos

Después de obtener las secuencias de ADN, éstas de-
ben ser analizadas e interpretadas. Es primordial analizar
los datos obtenidos para determinar las identidades y los
roles de las especies microbianas presentes en las mues-
tras analizadas (Ounit et al, 2015). La gran cantidad de
datos producidos en los proyectos metagendémicos re-
quiere de herramientas bioinformaticas para su analisis
dado que la manipulacién directa de datos, como la
alineacion manual de secuencias de ADN es dispendio-
sa y demanda mucho tiempo (Kuczynski et al., 2012).
Por ejemplo, el ensamblaje de los datos de las secuen-
cias y la identificacién de unidades taxonémicas operati-
vas (OTU), es uno de los principales retos técnicos para

las herramientas de andlisis metagenémico (Behnam vy
Smith, 2014). Por otra parte, ademas de la alta compleji-
dad de los datos metagenémicos, es critico y dificil anali-
zar los mismos utilizando herramientas independientes.
Existen diferentes herramientas para clasificar lecturas
metagenomicas contra conjuntos de datos de referencia
(Mandal et al., 2015). Aqui revisamos algunas herramien-
tas software, Utiles para el andlisis de los datos de se-
cuenciacion del gen del marcador 16S rRNA y los datos
de metagendémicos shotgun (tabla 3).

En esta revision se describen diferentes enfoques bioin-
formaticos con el fin de soportar la informacién principal
para la seleccién y aplicacion idénea de los mismos en
los andlisis de datos metagendmicos. Para ello, se han
usado diferentes softwares para la eliminacion de se-
cuencias de baja calidad y verificacion de secuencias
quiméricas (Haas et al, 2011), eliminacion de errores
generados en la secuenciacién, produccién de un grupo
de secuencias casi idénticas denominadas unidades taxo-
némicas operativas y el andlisis estadistico para determi-
nar las diferencias significativas comparadas con la se-
cuencia de referencia (Caporaso et al., 2010), ver figura 3.

De acuerdo con Medinger et al. (2010), las unidades
taxonémicas operativas (OTU) estan definidas por dos
enfoques:

i) La agrupacién no supervisada en la similitud de se-
cuencia, ii) la agrupacion supervisada que asigna directa-
mente secuencias a grupos taxonémicos.

De esta manera, las unidades taxondémicas operativas
(OTU) representan la informacién taxonémica y propor-
cionan informacion sobre la diversidad de la poblacién.
Posteriormente a la asignacién taxondémica, se procede
a realizar el andlisis estadistico para establecer diferen-
cias significativas comparadas con la secuencia de refe-
rencia (Videnska et al., 2014).

El analisis estadistico contiene el estudio de la biodiversi-
dad direccionada a dos indicadores relevantes: diversi-
dad alfa y beta (Choi et al,, 2015). La riqueza y uniformi-
dad de las especies individuales en una muestra es de-
nominada diversidad alfa (Hughes, et al., 2001), mientras
que la diversidad beta permite comparar multiples co-
munidades con el fin de identificar OTU o taxones com-
partidos entre las mismas y relacionarnos con la metada-
ta (Colwell, 2009). Asi mismo, tanto la riqueza como la
uniformidad de las especies son indicadores importantes
de la salud de los animales. Por ejemplo, en los estudios
realizados por Danzeisen et al. (2011), Borda-Molina et
al. (2016), Pineda-Quiroga et al. (2017) y Bortulozi et al.
(2017), se identificé que el ndmero de microorganismos
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Tabla 3. Comparacién de herramientas informdticas para andlisis metagenémicos.

A S Caractensticas Herramientas Metodos de Datos de z
Herramienta Web Link Plataforma A g Soporte s Referencias
Principales Incorp Agrt nto Almacenamiento
Analisis de redes,
histogramas de : R
htto:/ Avww. giime.or Version de:vrgo e Arbol Filogenetico| Ayuda en Linea Mandal etal.,
QIIME Ry /Edlime: z = i : ND No almacena 2015; Caporaso
g independiente muestras. etal 2010
Z Mapa de Calor, ik
Diversidad % Manual
Cirafico de Barras
it i Dendograma
http://www.mothur. Version §ro0s SO o A Arbol Filog ene'ivco Ejemplos en Linea, i e
MOTHUR Ry/WWw-mothlr=] | B rapido de grandes | UniFrac, MOVA, |7 EONTHOD| oM 0s4 |  Noamacena |ar,2009: Mandal
org/ independiente X i Diagrama de Veen tutoriales .
datos de secuencia HOMOVA, NAaps:de Calor etal., 2015.
TreeClimber i
Agrupacion de
http://weizhonglab. secuencias _ L . .
RAMMCAP uc‘tld adi "ranm'lgca 2y Version Ul arrADIda Pfam, Tigrfam, RPS-|Craficos de Barras, Ejemplo y N éliigcena Mandal etal.,
febhrd o P/1 Independiente Hanes BLAST Arbol Filogenético tutoriales i 2015; Li, 2009.
cgibin/rammcap.cgi anotacion de la
familia de proteinas
SEED subsystem,
215773 conjunto de|
Canalizacion de alto | COC;, KO, NOG, 2 Aty
S B Mapa de Calor, datos de Dudhagara et al.,
https://metagenomi RS DAl || SR ARNA Arbol Filogenetico metagenomas y 2015; Oulas et
MC-RAST gt (s Servidor Web analisis KEGG, TrEMBL, |’ EensN Blog y Manual o oatal v
cs.anl.gov/ 4 30589 al., 2015; Mandal
metagenomico SEED, PATRIC, %
¢ i metagenomas etal, 2015.
funcional. SwissProt, Sublicados
CGienBank, RefSeq : :
Cirafico de Barras,
Tabulacion
Realiza analisis de
composicion Tabulacion,
filogenetica, fu_nx:innal COC. KOC., Cirafico Circular )
T T s o metabolica KEGG.KO. Pfam Guias, 32802 genomasy | Dudhagaraetal.,
IMG/M /i \g’llf B Servidor Web | potencial dentro de TI('Ilif.;n &IR(‘R‘ Procedimiento 5234 conjunto de | 2015; Mandal et
’ microbiomas 5 2 e Estandar datos al., 2015.
AR MetaCyr, GO
individuales y Arbol Filogenético
comparaciones entre Crafico de
microbiomas Reclutamiento,
Mapa de Calor
Tabulacion, Mapa
- Marco flexible de . de Calor Dudhagara et al.,
http://jcvi.org/metar COCG, NCBI,
METAREP el s E | servidor Web metagenomica Taxonoms Cirafico de Manual y videos No almacena 2015; Mandal et
P/ comparativa Agrupamiento al., 2015.
Jerarquico
Hallazgo de ORF y
subsiguient
a'ui n;gc"il;n; Tabulacion,
http://comet gobics do:\*lginio Pfam a Pogna PO P,
CoMet Sl ‘“g “| servidor Web Pfam, GO Ayuda en Linea No almacena 2015; Lingner et
de/ proteina Al 2011
Secuencias Cirafico de Barras A R
Matriz de
Distancias
Realiza analisis
estadisticos BacMap, GOLD, Dendograma,
http:// www. multivariados NCBI Mapa de Calor Ejemplos de la Dudhagara et
METAGENassis | metagenassistca/ | Servidor Web | exhaustivos sobre la herramienta y No almacena al.2015; Arndt et
METAGENassist/ Datos de diferentes Tutoriales al.,2012.
2 Taxonomy, K-means, Mapa de
sitios de hosty RasRe
PubMed Auto organizacion
entorno.
Metagenomica del microbioma de aves de corral

89



Tabla 3. Comparacién de herramientas informaticas para andlisis metagenémicos.

Herramienta Web Link Plataforma c.mtcte.nshcas HE—— Metodo? = Soporte Diios d.e Referencias
Principales Incorporadas Agrupamiento Almacenamiento
Filtracion de datos y
las técnicas de
v P normalizacion para Database of Mapa de Calor, g ” Dudhagara et al
http://metaabc.iis.si . : g : . . 52 Conjunto de &
MetaABC s A Servidor Web | mejorar la asignacion | reference genomes | Cirafico de Barras Ayuda en linea Detos 2015;Su etal,
taxonomica en el (NCBI) Cirafico Circular 2011.
analisis
metagenomico
Asignacion
http://enve- taxonomica de Database of Arbol Filogenético| Ejemplos de la Dudhagaraetal.,
MyTaxa omics.ce.gatech.edu| Servidor Web secuencias reference genes and No almacena 2015; Luo et al.,

/mytaxa/

metagenomicas con
alta precision

genomes (NCBI)

Cirafico de Barras

Herramienta

2014

metaMicrobesOn
line

http://meta microbe
sonline.org

Servidor Web

studio filogenetico

de genes de genomas
microbianos y
metagenomas.

TIGRfam, COCG,
Pfam

Tabulacion, Arbol
Filogenetico

Ciuias, tutoriales,
ayuda a traves de
correo

155 Metagenomas y
3527 conjunto de
datos de genomas

Dudhagara etal.,
2015; Chivian et
al, 2012.

EBI
Metagenomics

https://www.ebi.ac.
uk/metagenomics;

Servidor Web

Analisis
metagenomico
taxonomico,
funcional y

RDP, (ireengenes,
database, InterPro
protein signatTure

Tabulacion,
Cirafico Circular
Cirafico de Barras ,
Mapa de Calor
Columna apilada,

Entrenamiento,
Soporte en linea,
por correo y

141 proyectos y
5800 conjunto de
datos

Dudhagara et al.,
2015; Hunter et
al.,, 2013.

CAMERA

http://camera calit2.
net/

Servidor Web

2 data base Analisis de Twitter
comparativo.
Componentes
Principales
Proporciona una lista] FragCieneScan, i
¥ ¥ e Tabulacion, Dudhagara et al.,

de flujos de trabajo
para el analisis de
datos W(S

MetaCiene, COG,
Pfam, TIGRfam,
GO, KEGG

Cirafico Circular,

Dendograma

Tutoriales, videos,
manual en linea

128 proyectos y
2660 muestras

201 5; Seshadri et
al., 2006.

METAVIR

http://metavir-
meb.univbpclermont
Rirs

Servidor Web

Anotacion de
secuencias
metagenomicas
virales en bruto y
ensambladas.

Pfam, RefSeq virus
database

Mapa de Calor,
Dendograma
Cirafico de
Reclutamiento,
Cirafico Circular

Videos Tutoriales,
guias, contacto en
linea.

170 conjunto de
datos de
metagenomas virales
y 335 proyectos

Dudhagara et al.,
2015; Roux et
al, 2014

VIROME

http://virome.dbi.ud
el.edu/

Servidor Web

Analisis de datos
metagenomicos
recopilados de
ensamblajes virales
que se producen en
diferentes contextos
ambientales

SEED, ACLAME,
COCG, GO, KEGC,
MCGOL, UniRef 100

Tabulacion,
Cirafico Circular,

Datos de
Tabulacion
Delimitado

Videos Tutoriales

466 librerias que
contienen 24386816
lecturas

Dudhagara et al.,
2015; Wommack
etal., 2012.

en el intestino del huésped disminuye durante el trata-
miento con antibiéticos o variaciones en los nutrientes
de la dieta suministrada. Asi por ejemplo, herramientas
bioinformaticas tales como MOTHUR y QIIME, las cua-
les permiten el célculo de varios indices, incluidos Chao,

son estimadores de cobertura basados en abundancia.
Adicionalmente, los indices Shannon y Simpson calculan
la abundancia o distribucién de las unidades taxonémi-
cas dentro de una poblacién particular (Caporaso et al.,
2010; Schloss et al., 2009).
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Por otra parte, algunos estudios sugieren que la micro-
biota intestinal con una alta diversidad alfa esta fuerte-
mente correlacionada con funciones genéticas especifi-
cas, concluyendo que el huésped que presenta una alta
diversidad en el tracto gastrointestinal puede ser mas
estable o mas saludable que aquellos que tienen una
baja diversidad (Caporaso et al, 2010). De esta manera,
los resultados proporcionados por MOTHUR y QIIME,
representados en tablas o como curvas de rarefaccion,
permiten la comparacién de las comunidades microbia-
nas y soportan la emision de conclusiones basadas en la
diversidad alfa y su contribucién en la inferencia funcio-
nal de la microbiota estudiada (Hughes et al.,, 2001). A
pesar de la informacion detallada que se puede obtener
mediante el procesamiento y prediccién funcional reali-
zada con las herramientas bioinformaticas, se recomien-
da ser prudente al emitir conclusiones sélidas dado que
existen un gran nimero de unidades taxonémicas opera-
tivas (OTU) que no se pueden asignar a un género o
familia especifica (Lee et al., 2019).

Finalmente es importante mencionar que las herramien-
tas mas utilizadas para el andlisis de datos metagenémi-
cos asociados al microbioma de aves de corral han sido
MG-RAST, QIIME y MOTHUR (tabla 3). Estas han permi-
tido definir grupos funcionales y taxones bacterianos
importantes en las diferentes investigaciones. En el estu-
dio realizado por Danzeisen et al. (2011), se identifica-
ron unidades taxonémicas operativas OTU exclusivas de
los grupos de tratamiento con monensina, virginamicina
y tilosina. Estas incluyen los géneros Anaerotruncus sp,
Subdoligranulum sp y Sedimentibacter sp. De acuerdo a
la literatura este tipo de microorganismos ha sido asocia-
do con la promocién del crecimiento y la salud micro-
biana y podrian ser utilizados como marcadores molecu-
lares de un estado intestinal saludable. De igual manera,
en la investigacion realizada por Ma et al. (2015), el en-
samblaje de metagenomas combinado con el andlisis de
anotacién taxonémica ejecutado en MEGAN vy el andli-
sis funcional utilizando KEEG; pudo evidenciar un nivel
significativamente alto de genes de resistencia a la tetra-
ciclina, eritromicina y aminoglucésidos (macA-macB y
tetA-tetR), en las heces de aves adultas comparado con
las muestras fecales de humanos y cerdos. Por otra parte
se determind la presencia de elementos maéviles (aadA5,
dfrA17) en heces fecales de pollos y en microorganismos
patégenos humanos. Estos resultados indican la relacién
entre diferentes genes de resistencia antibiéticos encon-
trados en una variedad de entornos y huéspedes.

Adicionalmente, Xiong et al. (2018), determinaron la
abundancia de los genes de resistencia a antibiticos
usando ARGs-OAP: herramienta en linea para la detec-
cion de genes de resistencia a antibidticos a partir de

datos metagenémicos. El andlisis bioinformatico facilito
la comprensién de cambios en la sucesion de la micro-
biota cecal de pollos y las variaciones en los genes de
resistencia antibiéticos cuando el huésped es tratado
con niveles bajos y terapéuticos de clortetraciclina. Por
ejemplo se encontré una disminucion de genes a la te-
traciclina (tetA y tetW) y la inhibicién de genes resisten-
tes a mdltiples medicamentos (mdtA, mdtC, mdtK,
ompR) con la dosis terapéutica de tetraciclina. Estos ha-
llazgos son fundamentales en la optimizacion de los
esquemas terapéuticos para microorganismos patége-
nos presentes en aves de corral y soporte para abordar
estrategias terapéuticas alternativas a los mismos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Fortalecer el conocimiento sobre el microbioma de aves
de corral mediante estudios metagenémicos facilita com-
prender y obtener informacién detallada sobre la dinami-
ca de las comunidades microbianas y rol de estas en el
metabolismo y el estado de salud y bienestar de las aves.

Es importante mencionar que los estudios realizados se
enfocan principalmente en identificar el perfil de las pobla-
ciones bacterianas presentes, lo anterior puede estar influi-
do por la enorme diversificacion de cada seccion del trac-
to gastrointestinal. Ademas de las variaciones y desviacio-
nes con respecto a los métodos utilizados para la extrac-
cion de ADN, la seleccion de las regiones hipervariables
del gen 16S y la caracterizaciéon en general dificultan la
comparacion de las investigaciones realizadas lo cual con-
duce a resultados no comparables. En consecuencia, los
resultados obtenidos de la identificaciéon de comunidades
bacterianas asociadas a diferentes estrategias de alimenta-
cién y a la influencia de microorganismos patégenos no
pueden ser en su totalidad concluyentes por las diferen-
cias y desviaciones encontradas en los experimentos.

Por lo tanto, para incentivar las investigaciones de la
microbiota del tracto gastrointestinal, se debe incluir un
método estandarizado, con caracteristicas similares a las
establecidas en el protocolo de investigacion del micro-
bioma humano. De esta manera, el estudio de la micro-
biota del tracto gastrointestinal de aves de corral facilita-
ria la compresion de las funciones y del papel de los
microrganismos en la mediacién del crecimiento del
huésped bajo diversas condiciones ambientales, como
variacion en los nutrientes, exposicion a patégenos, es-
trés, entre otros. Con la informacién obtenida se puede
implementar y optimizar la productividad y calidad del
huésped teniendo presente que es una de las fuentes
principales de proteina del ser humano.

Por otra parte, el uso de secuenciacién de préxima ge-
neracién en estudios metagenémicos en aves de corral
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proporciona un andlisis a gran escala de la biodiversidad
y abundancia de microorganismos. Facilitando un andlisis
completo y complejo de las comunidades microbianas es
posible acceder a informacién en un unico andlisis sobre
la presencia, cantidad, tipo, virulencia, prediccion de roles
nutricionales y resistencia a antibiéticos de un determina-
do grupo de microorganismos. Por otra parte, este nuevo
enfoque metagenémico ha permitido el desarrollo de ana-
lisis genémicos funcionales completos para delinear los
requisitos genéticos requeridos para la colonizacion, infec-
cién y supervivencia de microorganismos patdgenos en
condiciones ambientales a las que este se encuentra ex-
puesto. El desarrollo y la aplicacién de tales herramientas
novedosas de la metagenémica funcional pueden revelar
vulnerabilidades desconocidas previamente, las cuales
pueden explorarse para desarrollar nuevas intervenciones
y romper la cadena de transmisién de microorganismos
patégenos en la industria avicola.
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