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. Microorganisms as the ccnduit.o.fone health components ar}d soil.microbio.mes as the microbial reservoir . Other . . [¥] Juan Bustamante b
Banerjee, S., van der Heijden, M.G.A. Soil microbiomes and one health. Nat Rev Microbiol 21, 6-20 (2023)
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Microbiota intestinal

Bacterial Microbiota: Fungal Microbiota: Viral Microbiota: Helminths:
103-10"4 10'2-10"3 10'4-10"> 0-10%
(Bacteriome) (Mycobiome) (Virome) (Macrobiota)

Rowan-Nash et al. Microbiol Mol Biol Rev 2019; 83:e00044-18 o Juan Bustamante -
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Hacia los ensayos clinicos:
Consideraciones principales

¢ Caracteristicas de la microbiota

2 Protocolos metodolégicos para muestrear
correctamente la microbiota presente

» Juan Bustamante -
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La mlcroblota es muy (muy) dinamica
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Geografia

Factores
que
modifican/
modulan la Drogas

microbiota

Enfermedades

Envejecimiento

ShE

Quigley E. Nature Rev Gastr Hep 2017, 14, 315-320; doi:10.1038/nrgastro.2017.29 o Juan Bustamante -
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ldentificacion taxonémica vs Funcionalidad

Abundancia relativa

icuddls el .

Cantidad de muestras

The Human Microbiome Project Consortium. Nature 2012, vol 486, 207-214 @ Juan BUStamante @
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ldentificacion taxonémica vs Funcionalidad

a Phyla
B Firmicutes
EEE Actinobacteria
BN Bacteroidetes

Proteobacteria
B Fusobacteria
BN Tenericutes
I Spirochaetes
B Cyanobacteria
I Verrucomicrobia
N TM7

[L 4= } 1P L N1

Anterior nares RC Buccal mucosa Supragingival plaque Tongue dorsum Stool Posterior fornix

The Human Microbiome Project Consortium. Nature 2012, vol 486, 207-214 @ Juan BUStamante @
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ldentificacion taxonémica vs Funcionalidad

b Metabolic pathways
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The Human Microbiome Project Consortium. Nature 2012, vol 486, 207-214

Posterior fornix

Firmicutes
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Bacteroidetes
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Tenericutes
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™7

Central carbohydrate metabolism
Cofactor and vitamin biosynthesis
Oligosaccharide and polyol transpc
Purine metabolism

ATP synthesis

Phosphate and amino acid transpo
Aminoacyl tRNA

Pyrimidine metabolism

Ribosome

Aromatic amino acid metabolism

o Juan Bustamante o
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50% sample o
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“non-singletons” 4 o
50%

sample-specific
“singletons” de los genes en una muestra son

unicos de cada individuo

L TR

Tierney BT et al. Cell Host & Microbe 2019. ° Juan BUStamante ®
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50% sample o
non-specific
“non-singletons” ~ o
50%

sample-specific
“singletons” de los genes en una muestra son

unicos de cada individuo

L TR
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a través de microbios “raros”, poco
frecuentes y/o Unicos  Juan Bustamante .

Tierney BT et al. Cell Host & Microbe 2019.
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Anotaciones funcionales

0.759

0.804 Gut Non-Singletons

B Oral Non-Singletons
) I
0.004 .

é‘

500

genes detectados en mas de una muestra de
metagendmica
Tierney BT et al. Cell Host & Microbe 2019.

o Juan Bustamante o
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Anotaciones funcionales

1.00 9 1.00 4
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genes detectados en mas de una muestra de genes detectados en solo una muestra de

metagendmica metagendmica
Tierney BT et al. Cell Host & Microbe 2019. N Juan BUStamante ¢
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Genes compartidos Genes unicos

50% e | 50%

25% 15%

Anotaciones conocidas Anotaciones conocidas

%

l,‘
N\

\ 3

\ P a
- N

DESCONOCIDO

According to Tierney BT et al. Cell Host & Microbe 2019. @ Juan BUStamante ¢
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Metabolic pathways

Central carbohydrate metabolism
Cofactor and vitamin biosynthesis
Oligosaccharide and polyol transpc
Purine metabolism

ATP synthesis

Phosphate and amino acid transpo
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Asumir una redundancia funcional absoluta es
parcialmente cierto

Degradacion de oxalato % Oxalobacter formigenes
Degradacion de almidon resistente Ruminococcus bromii

Tierney BT et al. Cell Host & Microbe 2019.

A.W. Walker & L. Hoyles. Human microbiome myths and misconceptions. Nature Microbiology 2023.

Daniel, S. L. et al. Forty years of Oxalobacter formigenes, a gutsy oxalate-degrading specialist. Appl. Environ. Microbiol. 2021.
Ze, X., Duncan et al. Ruminococcus bromii is a keystone species for the degradation of (...). ISME J. 2012.

o Juan Bustamante o
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Comparando resultados de publicaciones de
ensayos clinicos en microbiota...

... Y la metodologia utilizada???

“You're benchmarking what the analysis is doing,

not necessarily what’s in the community”
Lynn Schriml of the University of Maryland Institute for Genome Sciences

» Juan Bustamante -
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¢Qué sucede con controles de referencia?
( llamados “sanos ”) Bifidobact?rium agolescc?ntis '

,‘Good"diet we'ek

\J Los controles de referencia no 1

| pueden ser usados como
universales;

J Los controles dependen de la
naturaleza de la variable o
conjunto de variables a estudiar;

Fold change (with respect to days 0-3)

05}

J Los controles requieren de un
h muestreo convergido. ¥ sk

0 1 2 3 4 5 6 7
Day

Zeevi et al. Cell 2015, 1631079-1094; doi: 10.1016/j.cell.2015.11.001 @ Juan Bustamante
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Paper A Paper B cConclusion?
1 1 Clostridium hathewayi | Clostridium hathewayi
| Clostridium | Clostridium hathewayi

| Clostridium clostridioforme

1 Escherichia coli | Escherichia coliO157

o Juan Bustamante o
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Paper A Paper B cConclusion?
DEPENDE (...)
1 Clostridium hathewayi | Clostridium hathewayi

Depende de variables
medidas, de diseino
experimental, método de

1 Clostridium | Clostridium hathewayi muestreo, resolucién técnica
de identificacion de microbios,
| Clostridium clostridioforme recoleccién de las muestras,
momento de recoleccion de
1 Escherichia coli | Escherichia coliO157 las muestras, (falta de)

convergencia de las variables
medidas, (falta de) muestreo,
reproducibilidad, ...

» Juan Bustamante -
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Estandares para procesamiento y
analisis de microbiota y microbioma

o Juan Bustamante o
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La taxonomia identificada depende de la
regidn secuenciada
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HMP y MetaHIT

Media de Media de
00— 139 86
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80 — . . . s e
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10 —
—
0
HMP MetaHIT
The analysis data were downloaded from the website of MetaPhlan2:
http://huttenhower.sph.harvard.edu/sites/default/files/gut. HMP+MH.healthy.txt o Juan Bustamante o

Wesolowska-Andersen et al. Microbiome 2014, 2:19.
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American Gut vs uBiome Results
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American Gut vs uBiome Results

100 — -
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¢ Las diferencias son biolégicas o
técnicas”?

o Juan Bustamante o
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¢Estamos descubriendo relaciones y causalidades? ...
o las estamos inventando???

l Input Microbiome [ERTIC IR
variable “réadout impact
e —— e ———

.| DiET II BACTERIOME .. ANXIETY .l

B STRESS

Collin Hill @ Gut Microbiota for

MANUSCRIPT TITLE SUGGESTION Health - Madrid 2020

DIET INFLUENCES THE BACTERIOME
AND AFFECTS ANXIETY

— » Juan Bustamante -
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Microbiota y microbioma en Argentina (y el mundo):
cdonde estamos?

J Ensayos clinicos de caracterizacion y de intervencion

J Transversales y longitudinales

J En muchos casos, sin estandarizaciéon metodolégica, con falta
de representatividad y métricas dificiles de comparar

DNA

Q\'\O(O bi 0/77/.0

Standard®
o Juan Bustamante o
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Microbiota y microbioma en Argentina (y el mundo):
cdonde estamos?

J Ensayos clinicos de caracterizacion y de intervencion

J Tratamiento de infecciones por C. difficile

J Suplemento de probidticos

' Tests de microbiota

=2

“l - Lejos de aportar accionables
; A diferenciales al
o acompafamiento tanto
o >/ médico como nutricional

o Juan Bustamante o
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Microbiota y microbioma en Argentina: ¢hacia
donde vamos o donde deberiamos ir?

J Ensayos clinicos con disenos experimentales estandarizados,
reproducibles y trazables. Comparables. Sin sesgos no reportados.

J Identificacion de accionables concretos como complemento a
prevencion, diagnostico y tratamiento de desdrdenes,
trastornos y afecciones.

J Servicios especializados (y mejorados)

» Juan Bustamante -
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Proceso hacia la excelencia
técnica y cientifica

lumina oo

ZYMO RESEARCH

. MicrobiAr

o Juan Bustamante o
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Microbiome Sample DNA/RNA Library NGS
Standards Collection Extraction Preparation Analysis

=
m = @ j
.

ZymoBIOMICS Quick-16S NGS ZymoBIOMICS
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El

ZymoBIOMICS
Standards Miniprep Library Prep Services
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7YMO RESEARCH » Juan Bustamante -
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Caracterizacion y seguimiento de microbioma e indicadores de

salud en cohortes con obesidad, prediabetes y diabetes tipo 2 bajo
una dieta basada en plantas e intervencion de estilo de vida

ARMACIA y%% ) o i,/, ..
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ClinicalTrials.gov ID - NCT05372445 “ < MicrobiAr . Juan Bustamante »
& 6
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Caracterizacion y seguimiento de microbioma e indicadores de
salud en cohortes con obesidad, prediabetes y diabetes tipo 2 bajo
una dieta basada en plantas e intervencion de estilo de vida

The Beauty of Science is to Make Things Simple

CONICET

< (’ AUSTRAL

INGENIERIA

¢
. . . ‘ .. . .
ClinicalTrials.gov ID - NCT05372445 * < MicrobiAr . Juan Bustamante «
& 6
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1 Recipientes especificos con buffers para mejorar la conservacion, minimizando

contaminacién, maximizando representatividad y considerando otros bias técnicos.

2 Muestras de ZymoBIOMICS Gut Microbiome Standard samples para chequeos de LOD

y microbios a partir de spikes. Lob: Limit of detection.

3 Muestras de ZymoBIOMICS Fecal Reference with TRUMatrix o o

Technology para estandarizaciéon de protocolos y corridas 7ZYMO RESEARCH
de secuenciacion para 16S + MG + MT.

q
q¢ ¥ ® ®
ll- Analisis enfatizando en funcidn versus taxonomia. A M ICI'ObIAr
o ¢

5 Métricas de alfa diversidad de acuerdo a la naturaleza de las muestras y diversidad

basada en aplicaciones practicast

¢ Cassol, Ibafiez, Bustamante. Enviado. DOI pre-print: 10.21203/rs.3.rs-2595260/v1 o Juan Bustamante .
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ZymoBIOMICS Gut Microbiome Standard

14%  Faecalibacterium prausnitzii 21 organismos en abundancias escalonadas para simular
14%  Veillonella rogosae el microbioma intestinal humano
14% Roseburia hominis
i ; s 100% Clostridium perfringens
% ‘Bacterciaesragliis Organisms in staggered abundances to Enterococcus faecalis
6%  Prevotella copri represent predominant bacteria in the Salmonella enterica
6% Lactobacillus fermentum human gut Methanobrevibacter smithii
- . . Saccharomyces cerevisiae
6% Bifidobacterium adolescentis ) )
75% Candida albicans
6% Fusobacterium nucleatum [l Clostridioides difficile
15%  Akkermansia muciniphila W Escherichiacali
Akkermansia muciniphila
2.8%  Escherichia coli (strain 1) B Lactobacillus fermentum
2.8%  Escherichia coli (strain 2) 50% B Fusobacterium nucleatum
i ; : 5 strains of E. coli to challenge strain-level I Bifidobacterium adolescentis
2.8% Escherichia coli (strain 3) A S i
identification W Prevotella corporis
2.8% Escherichia coli (strain 4) W Bacteroides fragilis
2.8%  Escherichia coli (strain 5) Roseburig hominis
25% B Veillonella rogosae
15%  Clostridioides difficile :

B Faecalibacterium prausnitzii
1.5% Candida albicans

1.4% Saccharomyces cerevisiae

0.1% Methanobrevibacter smithii 1 %
b
0.01% Salmonella enterica Log abundance distribution to test ZymoBIOMICS Read-based 01 Read-based 02
0.001%  Enterococcus faecalis J sequencing detection limits
0.0001% Clostridium perfringens

:.‘.1 ° ®
:'.._ o MicrobiAr ZﬁEﬁCH o Juan Bustamante -
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"< MicrobiAr 22% aumento

luego de 2 anos, de acuerdo al
Programa de Prevencion en Diabetes

' O

Controlesde Obesidad ™  Obesidad+ = Obesidad +
Referencia <« < Pre-Diabetes «— Diabetes tipo 2

hasta 100%* remision

* medicina de estilo de vida (actividad fisica +
alimentacion + seguimiento personalizado)

Diabetes Prevention Program Research Group. N Engl J Med 2002; 346:393-403
Tuomilehto J et al. N Engl J Med 2001, 344,18 - Juan Bustamante
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Etapa

transversal

120 como referencia
120 con obesidad (ob)
120 con ob &
pre-diabetes

120 con ob &
diabetes tipo 2

Mediciones

Microbiota | Microbioma | Alimentaciéon | Biomarcadores | Analisis clinicos | Metabolitos
16S + MG MG + MT

*ADA: Asociacion Americana de Diabetes » Juan Bustamante -
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Protocolo A Protocolo B

Etapa
transversal

Etapa longitudinal

120 como referencia 2 afios de seguimiento

120 con obesidad (ob) - ¢ ® ® ® ® ¢ ®
120 con ob & Intervencién nutricional bajo Intervencién nutricional con
pre-diabetes recomendaciones de la ADA* hincapié en ABP¢ y coaching nutricional
120 con ob & ,
diabetes tino 2 60 con obesidad 60 con obesidad
P 60 con ob & pre-diabetes 60 con ob & pre-diabetes
60 con ob & diabetes tipo 2 60 con ob & diabetes tipo 2
Mediciones

Microbiota | Microbioma | Alimentaciéon | Biomarcadores | Analisis clinicos | Metabolitos
16S + MG MG + MT

*ADA: Asociaciéon Americana de Diabetes ’ABP: Alimentacion basada en plantas - Juan Bustamante
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Metagenomics (MG) vs Metatranscriptomics (MT)
entre falsos positivos y asignaciones erroneas
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Relative abundance

Produccion de SCFAs (AGCC)

0.0006 |
= -
0.0005
T —
||
0.0004
0.0003
0.0002
0.0001
||
0.0000
samples
Stratified contributions:
B Faecalibacterium prausnitzii I Prevotella copri
[ Prevotella sp AM42 24 [ Dorea longicatena
[ Escherichia coli [ Bacteroides plebeius
[ Ruminococcus torques [1 Catenibacterium mitsuokai
[ Prevotella copri CAG 164 Ruminococcus bromii
[ Roseburia faecis [ Roseburia hominis
Bl Eubacterium rectale [ Bacteroides vulgatus
[ Bifidobacterium adolescentis [ Bacteroides uniformis
[ Blautia wexlerae [ other - Juan Bustamante -

[] Bacteroides plebeius CAG 211 [] unclassified
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¢ Cuan interdisciplinario es el trabajo en MicrobiAr ?
Médicas/os Biotecnodlogas/os Disefiadofaios

Binformaticas/os Comunicadoras/os

Nutricionistas

Especialistas en Bioingenieras/os
estadistica, diabetes,

remision de diabetes, Atletas
coaching nutricional y Técnicas/os de lab

emocional

Investigadoras/es

Biodlogas/os moleculares

Abogadas/os Escritoras/es

estudiantes grado + posgrado + profesionales
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Algunos nimeros actuales en MicrobiAr
+190 / 480 Participantes reclutados:;

+18 Talleres para un grupo de pacientes/consultantes;

+12 Seminarios para profesionales y estudiantes de
MicrobiAr + SAMEYV;

+800 / 10.000 Muestras para analizar, siendo procesadas;

+650 Formularios completados de historias clinicas,
alimentacion, actividad fisica, sueno, ...;

+15 Grupos interdisciplinarios de trabajo.
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,..-,

iiMuchas gracias!!
:Preguntas?

M bustamante.bio@gmail.com

@ bustamante.jp

info@microbiar.com L . o
M =< MicrobiAr
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Relative abundance

S ' '
baseline 18 months baseline 18 months basaline 18 months baseline 18 months baselne 18 months

OO

Long-term taxonomic
and functional stability of the gut
microbiome from human fecal
samples
.:::‘HGy;r:(ll(r:'n;:‘i, ?i-Vaung Jeon?*, Yong-Jin Im?, Na Ha?, Jeon-Kyung Kim?, Seol Ju Moon®* & Phylum
| =
|;:-—’§l Fuscbacteriota
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DNA/RNA Shield”

Toalla Bunny — Dispositivo para la Recoleccién de Muestras de Heces

REF R1133

Instrucciones para el Usuario

Favor de leer estas instrucciones antes de recoger las muestras

Estuche del Kit/Soporte

|

Tubo
Transportador

para Tubos

O Frozen

Bolsa para las Toalla Bunny

Muestras

S Limpiese

Utilice la toalla Bunny como pape
higiénico normal. Asegurese de
haber depositado parte de la
muestra fecal sobre la tira de
transferencia (con pestana azul)

que esta sobre la toalla.

6 Despegue la tira

Despegue la tira de papel

usando la pestana azul.

7 Depositela dentro del
Tubo Transportador

Depositela dentro del Tubo
Transportador.

8Esta toalla se disuelve
100% en el agua.

b

Descarte el resto de la toalla
en el inodoro. Termine de
limpiarse con papel higiénico
normal cuanto sea necesario.

9 Cierre bien el tubo

transportador.

/-\

=4
N

Cierre bien el tubo
transportador e invierta el
tubo 10 veces para mezclar
bien el contenido. Coloque
el tubo en una bolsa de
muestras. Cierre la bolsa.
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Extraccion de acidos nucleicos
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MIQ (Measurement Integrity Quotient) Score System
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ZymoBIOMICS Fecal Reference with TruMatrix™ Technology
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MG = metagenomics
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