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Resumen	
 

Análisis multiómico del impacto del tratamiento beta-lactámico en la microbiota 
intestinal de pacientes hospitalizados 

 
Autora: Celia Gómez Sánchez 
Tutor: Dr. Carles Úbeda Morant 
Co-tutor: Dr. Santiago Vilanova Navarro  

Valencia, julio de 2020 
 
 
La microbiota intestinal tiene un efecto fundamental en la salud del individuo. Alteraciones en la 
microbiota como las que producen los antibióticos pueden producir efectos adversos en la salud, 
incluyendo el desarrollo de infecciones. En los últimos años se han realizado diversos estudios 
sobre el efecto del tratamiento antibiótico en la composición de la microbiota (esto es, taxones). 
Sin embargo, existen pocos estudios que hayan analizado el efecto del tratamiento antibiótico 
desde un punto de vista multiómico (es decir, taxones, genes codificados, proteínas expresadas y 
metabolitos producidos). Dicha información es muy relevante para conocer el verdadero impacto 
que tienen los antibióticos en la microbiota y su posible efecto en la salud del individuo.  
 
El objetivo de este trabajo es, por tanto, analizar mediante una aproximación multiómica el efecto 
que tienen los antibióticos en la microbiota intestinal. Más concretamente, analizaremos mediante 
técnicas de secuenciación masiva, proteómica y metabolómica el impacto en la microbiota de dos 
beta-lactámicos que se utilizan frecuentemente en pacientes hospitalizados (meropenem y 
piperacilina-tazobactámico). Para ello realizaremos análisis bioestadísticos en datos ómicos 
obtenidos de muestras fecales de pacientes hospitalizados con leucemia aguda.  
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Summary	
 

Multiomic analysis of the impact of beta-lactam treatment in the gut microbiota of 
hospitalized patients 
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Gut microbiota has a crucial effect on individual’s health. Microbiota alterations such as the ones 
produced by antibiotics can result in negative effects in health, including the development of 
infections. During the past years, several studies that have been performed focused in the effect 
of the antibiotic treatment on microbiota composition (i.e. taxa). However, only few studies have 
addressed the effect of antibiotic treatment from a multiomic perspective (i.e. taxa, coded genes, 
expressed proteins and produced metabolites). Such information is key to understand the true 
impact that antibiotics have on the microbiota as well as their potential effect in the individual’s 
health.  
 
Thus, the purpose of this work is to analyze the effect that antibiotics have on gut microbiota 
using a multiomic approach. In particular, we will focus on the impact of two antibiotics 
commonly used in hospitalized patients (i.e. meropenem and piperacillin-tazobactam), by using 
techniques of shotgun sequencing, proteomics and metabolomics. For this purpose, we will 
perform biostatistical analysis of omic data obtained from faecal samples of hospitalized patients 
that suffer from acute leukemia. 
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1.	Introducción	
 
1.1. Microbiota	y	microbioma	
 
La microbiota es el conjunto de microorganismos que viven en una relación simbiótica con 
nuestro cuerpo (Ferrer et al., 2017). En concreto, en el intestino grueso humano hay más de 100 
billones de microorganismos, que corresponden a más de 1000 especies, la mayoría de las cuales 
puede sobrevivir en condiciones anaeróbicas (Iizumi et al., 2017). El microbioma se define como 
el conjunto de dichos microorganismos y los genes que codifican. 
 
La microbiota intestinal está formada principalmente por dos filos: Firmicutes y Bacteroidetes, 
que comprenden la mayoría de las bacterias presentes. Además, de forma minoritaria, hay 
presentes otros filos como Verrucomicrobia, Proteobacteria, Fusobacteria y Actinobacteria, entre 
otros (Eckburg et al., 2005), además de algunas especies de arqueas, hongos, protozoos y virus, 
como la arquea Methanobrevibacter smithii (Bäckhed et al., 2005). La composición de la 
microbiota está influenciada por la dieta, el género, la ubicación geográfica y el origen étnico. Es 
adquirida por los bebés al nacer, bien a partir de la microbiota vaginal de la madre, bien de la piel 
del personal del hospital (si el parto es por cesárea), siendo la composición inicial muy diferente 
en cada caso (Iizumi et al., 2017). Con el tiempo, los bebés adquieren una microbiota secundaria 
a partir de las personas cercanas y el ambiente, que se va desarrollando hasta obtener una 
composición similar a la de un adulto, dominada por Bacteroidetes y Firmicutes (Gasparrini et 
al., 2016). 
 
Se considera que la diversidad en la microbiota es deseable para la estabilidad del ecosistema 
bacteriano, ya que confiere resiliencia (es decir, capacidad de recuperar un estado de equilibrio 
después de una perturbación) a través de un amplio repertorio de respuestas al estrés (Bäckhed et 
al., 2005); así como resistencia (capacidad para mantenerse estable frente a un estrés). De hecho, 
la diversidad en especies microbianas intestinales se toma como una medida de la salud de la 
microbiota (Bäckhed et al., 2012). Una disminución de la diversidad, pues, se ha asociado a 
patologías del huésped (Gasparrini et al., 2016). Si bien es cierto que existe una gran variabilidad 
entre las especies bacterianas que comprenden la microbiota del huésped, muchos de sus genes 
comparten funciones, lo que resulta en una alta redundancia funcional entre los microbiomas 
(Bäckhed et al., 2012). Estos genes actúan, por ejemplo, en la digestión de azúcares complejos, 
en la síntesis de aminoácidos, o la desintoxicación de xenobióticos (Pilmis et al., 2020). Esta 
redundancia funcional en la comunidad microbiana asegura que normalmente los procesos clave 
no se vean afectados por tales cambios en la diversidad (Bäckhed et al., 2005). 
 
1.2. Métodos	de	análisis	del	microbioma	
 
La metagenómica es el estudio de las comunidades microbianas mediante la secuenciación directa 
de sus genomas, sin necesidad de cultivar las bacterias. Esto es sumamente ventajoso para el 
análisis de la microbiota, ya que muchos de los microorganismos no son cultivables (o 
desconocemos las condiciones necesarias para su cultivo), de modo que el cultivo bacteriano solo 
puede representar de manera muy pobre la diversidad en la microbiota (Hayashi et al., 2002). Es 
por ello que, hasta hace poco, la mayoría de los estudios sobre el efecto de los antibióticos en la 
microbiota se realizaban estudiando la composición taxonómica de la misma mediante la 
secuenciación del gen 16S rRNA. Sin embargo, esta se centra únicamente en los taxones presentes 
en una muestra, y no en las funciones codificadas colectivamente por la microbiota (Gasparrini 
et al., 2019). Por tanto, cada vez se utiliza más la secuenciación masiva de los genomas 
microbianos, ya que puede abarcar todo el contenido genómico de una muestra. La secuenciación 
masiva permite estudiar tanto la composición taxonómica de una muestra como las funciones 
potenciales de las comunidades microbianas presentes. Por otro lado, se han utilizado otras 
técnicas ómicas (i.e. metabolómica y proteómica) que permiten identificar las proteínas 
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expresadas por los genes de la microbiota, así como los metabolitos derivados de la expresión de 
estas proteínas. Todas estas técnicas posibilitan hoy en día estudiar en más profundidad los 
cambios producidos en la microbiota en un ambiente determinado (Quince et al., 2017).  
 
1.3. Funciones	de	la	microbiota	
 
El papel de la microbiota intestinal en la salud humana es crucial, ya que influye entre otras en la 
nutrición, el metabolismo, la regulación de la respuesta del sistema inmune, la estimulación de la 
angiogénesis intestinal (Stappenbeck et al., 2002), la homeostasis epitelial intestinal (Rakoff-
Nahoum et al., 2004) y la resistencia a la colonización por patógenos (Dethlefsen et al., 2008).  
 
La resistencia a la colonización (RC) es la capacidad que tiene la microbiota intestinal de impedir 
la entrada de bacterias exógenas, incluyendo patógenas. La RC se puede dar por diversos 
mecanismos, como la competencia entre la microbiota y los patógenos por la utilización de 
nutrientes. Por ejemplo, Escherichia coli y Citrobacter rodentium pueden competir por el 
metabolismo de los monosacáridos (Pilmis et al., 2020). Otra forma de RC que ejerce la 
microbiota intestinal es la estimulación del sistema inmune del huésped contra las bacterias 
exógenas. Así, la microbiota Gram negativa, mediante elementos bacterianos como el 
lipopolisacárido, la taurina (Pilmis et al., 2020) o la flagelina (Arias y Murray, 2012), inducen la 
formación de péptidos antimicrobianos (PAM) a través de la estimulación las células epiteliales 
y células Paneth intestinales. Para ello, activan los receptores de tipo Toll-like, produciendo 
RegIIIg, una lectina de tipo C que mata las bacterias Gram positivas (Mukherjee et al., 2014), así 
como angiogenina-4, una ribonucleasa bactericida frente a Gram positivas y negativas (Hooper 
et al., 2016). Asimismo, la microbiota intestinal también ejerce RC mediante la producción de 
bacteriocinas, péptidos bactericidas de espectro estrecho (normalmente) que afectan 
generalmente a aquellas bacterias que ocupan el mismo nicho (Eijsink et al., 2002). Además, la 
microbiota mantiene la barrera epitelial, lo que impide a patógenos acceder al epitelio intestinal 
(Pilmis et al., 2020). Por otro lado, influye en el metabolismo de ácidos biliares, aumentando los 
ácidos biliares secundarios que inhiben ciertos patógenos (Sorg y Sonenshein, 2008). Es el caso 
de Clostridium scindens, que participa en la conversión de ácidos biliares primarios a secundarios, 
ejerciendo RC contra Clostridium difficile (Woerther et al., 2018). 
 
En cuanto al papel de la microbiota intestinal en la nutrición, ésta sintetiza vitaminas involucradas 
en varios aspectos del metabolismo microbiano y del huésped, especialmente vitaminas del grupo 
B (B3, B5, B6, B12), vitamina K, biotina, y tetrahidrofolato. Por otra parte, también produce los 
ácidos grasos de cadena corta (SCFA), productos finales de la fermentación microbiana de los 
macronutrientes. Éstos, además de actuar como una fuente de energía para el huésped, regulan su 
sistema inmune. Por ejemplo, el butirato promueve la integridad de la barrera epitelial intestinal, 
lo que a su vez ayuda a limitar la exposición del sistema inmunitario de la mucosa a la microbiota 
luminal, previniendo así respuestas inflamatorias aberrantes (Kau et al., 2011). También ejerce, 
en general, funciones antifúngicas (Nguyen et al., 2011) y antibacterianas (Sun y O’Riordan, 
2013) contra patógenos, además de favorecer la diferenciación y la proliferación de las células T-
reguladoras (Sartor y Wu, 2017). La producción de otro SCFA, acetato, por Bifidobacterium 
promueve la reducción de la inflamación intestinal, así como previene la infección por el 
enteropatógeno Escherichia coli (0157: H7) (Fukuda et al., 2011). 
 
El hecho de que la microbiota participe en tantos procesos ha llevado a considerarla prácticamente 
un órgano más, necesario para el correcto funcionamiento del organismo (Bäckhed et al., 2005). 
Por tanto, no es extraño que alteraciones o disrupciones de la misma (causadas por un estrés fuerte, 
como la terapia con antibióticos) hayan sido relacionadas con diversas enfermedades como 
infecciones, enfermedades autoinmunes, alérgicas, obesidad y aterosclerosis (Becattini et al., 
2016; Palleja et al., 2018).  
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1.4. Los	antibióticos	beta-lactámicos	y	su	efecto	en	la	microbiota	
 
Los antibióticos son sustancias químicas que matan a las bacterias (bactericidas) o inhiben su 
crecimiento (bacteriostáticos). Es por ello que la terapia con antibióticos de amplio espectro 
diezma la microbiota (afecta a la mayoría de las bacterias), provocando un estado de disbiosis en 
la misma; esto es, un desequilibrio en la composición taxonómica de la microbiota, que puede 
afectar negativamente a la salud. La disbiosis puede mantenerse a largo plazo, provocando el 
desarrollo y agravamiento de enfermedades. Una de las características de la disbiosis producida 
es la pérdida de diversidad de la microbiota, lo cual reduce la RC por patógenos. Además, el 
tratamiento antibiótico aumenta la probabilidad de desarrollar resistencia contra los 
antimicrobianos en las bacterias presentes en la microbiota (Ferrer et al., 2017). La disrupción de 
la microbiota y la selección de bacterias resistentes puede ser muy diferente, no solo en función 
del antibiótico administrado, sino de otros factores como su espectro de actividad, la ruta de 
administración, la dosis, la duración del tratamiento (Iizumi et al., 2017; Benabbou et al., 2019), 
los mecanismos de resistencia y degradación de cada bacteria contra el antibiótico y su 
farmacocinética (Ferrer et al., 2017). 
 
Los antibióticos beta-lactámicos son antibióticos semisintéticos, generados a partir de las 
penicilinas naturales (producidas por hongos del género Penicillum) y que contienen un anillo 
beta-lactámico (Ferrer et al., 2017). Actúan mediante la inhibición de la formación de la pared 
celular (al impedir el entrecruzamiento del peptidoglicano), lo cual tiene un efecto bactericida 
(Zhanel et al., 2007). Para ello, se unen a unas proteínas, las penicillin-binding proteins (PBPs), 
muchas de las cuales son enzimas que sintetizan la pared celular (Sauvage et al., 2008). Dentro 
de esta clase de antibióticos podemos encontrar diferentes tipos: penicilinas semisintéticas, 
cefalosporinas y carbapenémicos. Cada uno tiene un espectro de actividad más amplio que el 
anterior.  
 
1.4.1. Efectos	en	la	composición	de	la	microbiota	
 
Parece claro que el tratamiento con antibióticos da lugar a una disminución tanto cualitativa 
(diversidad de especies) como cuantitativa (densidad bacteriana) de la microbiota intestinal total. 
Los filos más afectados por todos los antibióticos en general son Actinobacteria, Bacteroidetes, 
Firmicutes y Proteobacteria (Ferrer et al., 2017), ya que son los mayoritarios, disminuyendo en 
general la presencia de bacterias protectoras de la salud intestinal (p.e. Bifidobacterium, 
Lactobacillaceae). Por el contrario, suele aumentar la riqueza en ciertas especies consideradas 
patógenos oportunistas, mayoritariamente de la familia Enterobacteriaceae (Escherichia, 
Klebsiella, Enterobacter) (Gibson et al., 2016) y los géneros Clostridium y Enterococcus (Ubeda 
et al., 2010; Benabbou et al., 2019). Estos patógenos normalmente están en baja cantidad en el 
intestino, pero la eliminación de la microbiota deja un nicho vacío, que aprovechan para ocuparlo 
y crecer excesivamente (Ubeda et al., 2010). También se ha observado un aumento significativo 
de M. smithii, probablemente debido a que las arqueas son intrínsecamente resistentes a los 
antibióticos (Ravi et al., 2019). Los efectos de los diferentes tipos de beta-lactámicos sobre la 
composición de la microbiota se resumen en las Tablas 1.1 y 1.2. 
 

Tabla 1.1. Efecto de los antibióticos beta-lactámicos sobre diferentes géneros y especies 
bacterianas. 

Tipo de beta-
lactámico 

Nombre del 
antibiótico 

Bacterias que 
incrementa 

Bacterias que 
disminuye 

Nivel 
taxonómico 

Penicilinas Amoxicilina-
clavulánico 

Pseudomonas Fusobacterium Género 
Clostridium difficile Clostridium Especie y género 
 Lactobacillus Género 
 Bifidobacterium Género 
 Bacteroides Género 

Ampicilina Klebsiella  Género 
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Enterobacter  Género 
Enterococcus 
faecium 

 Especie 

Piperacilina-
tazobactámico 

Bacillus fragilis Bifidobacterium Especie y género 
VRE* Lactobacillus Género 
Enterobacter 
resistentes 

Lactobacillus Género 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Clostridium Especie y género 

 Enterococcus Género 
 Blautia Género 
 Faecalibacteriu

m 
Género 

Cefalosporinas Cefotetano VRE*  Género 
Cefoxitina VRE*  Género 
 Clostridium difficile   
Ceftriaxona Enterococcus 

faecium 
 Especie 

Clostridium difficile  Especie 
Cefotaxima Enterobacter 

cloacae 
Escherichia coli Especie 

Ceftiofur Escherichia coli  Especie 
Cefepima Clostridium Bifidobacterium Género 

Clostridium difficile  Especie 
Bacteroides  Género 

Carbapenémicos Ertapenem Enterococcus    Género 
Imipenem Enterococcus   Streptococcus Género 
Lenapenem  Streptococcus Género 

 Veillonella Género 
Meropenem Enterococcus Streptococcus Género 

Staphylococcus 
epidermidis 

Anaerobios en 
general 

Especie 

Klebsiella 
pneumoniae 

 Especie 

*VRE: Enterococo resistente a vancomicina 
 

Tabla 1.2. Efecto de los antibióticos beta-lactámicos sobre familias, clases y filos 
bacterianos. 

Tipo de beta-
lactámico 

Nombre del 
antibiótico 

Bacterias que 
incrementa 

Bacterias que 
disminuye 

Nivel 
taxonómico 

Penicilinas Amoxicilina-
clavulánico 

Proteobacteria  Filo 
Enterobacteriaceae  Familia 

Lachnospiraceae  Familia 
Piperacilina-

tazobactámico 
 Enterobacteriaceae Familia 
 Bacteroidetes Filo 
 Negativicutes Clase 
 Fusobacteria Filo 

Cefalosporinas Ceftriaxona Enterobacteriaceae 
resistentes 

Enterobacteriaceae Familia 

Cocos aerobios Anaerobios  
 Verrucomicrobia Filo 

Cefoperazona Firmicutes Bacteroidetes Filo 
Cefepima  Enterobacteriaceae Familia 
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Carbapenémicos Ertapenem  Enterobacteriaceae Familia 
Imipenem  Enterobacteriaceae Familia 

 Anaerobios  
Meropenem  Enterobacteriaceae Familia 

 Anaerobios  
 
Las alteraciones en la microbiota se pueden mantener a lo largo del tiempo. En general, si la 
duración del tratamiento es a corto plazo, la microbiota vuelve a su estado original en unas pocas 
semanas tras la finalización del tratamiento antibiótico (Dethlefsen et al., 2008; Woerther et al., 
2018). Sin embargo, un tratamiento a largo plazo ha sido relacionado con una disbiosis 
permanente (Pilmis et al., 2020). La explicación a ello parece ser la resiliencia comunitaria, es 
decir, la capacidad de adaptación de la microbiota frente a un agente o ambiente perturbador, y 
su capacidad de retornar al estado inicial cuando finaliza esa perturbación; el hecho de que la 
perturbación no se mantenga durante mucho tiempo probablemente permite que la microbiota se 
adapte y vuelva a su estado inicial de forma más eficaz que si la perturbación es más duradera 
(MacPherson et al., 2018). Un factor muy importante en el efecto que tiene el tratamiento 
antibiótico en la microbiota es la composición inicial de la misma. Cada individuo tiene una 
composición microbiana única, que responde de una manera diferente. Por ejemplo, ciertas 
especies de Bacteroides producen beta-lactamasas que protegen a las otras bacterias comensales 
de los beta-lactámicos (Woerther et al., 2018). Otro factor que parece ser de gran importancia es 
la ruta de excreción del beta-lactámico, ya que aquellos excretados por vía renal tienen un impacto 
mucho menor en la microbiota que los excretados por vía biliar, pues la biodisponibilidad 
intestinal de estos es mayor, y tienen más contacto con la microbiota (Rice et al., 2004). 
 
Los tratamientos con un cóctel de antibióticos provocan una disrupción de la microbiota mucho 
mayor que la que provoca un antibiótico solo, porque afectan a más bacterias. Por ejemplo, se ha 
visto que el cóctel estreptomicina (aminoglucósido), colistina (polimixina) y ampicilina (beta-
lactámico) produce una eliminación casi completa de la microbiota, reduciendo drásticamente los 
niveles de Bacteroidetes y Firmicutes y aumentando los de Proteobacteria y Actinobacteria 
(Candon et al., 2015). Otro ejemplo es la combinación de ampicilina, sulbactam y cefazolina 
(beta-lactámicos), que afecta negativamente a los géneros Faecalibacterium, Bifidobacterium y 
Blautia (Ferrer et al., 2017), muy importantes para la salud intestinal. Finalmente, el cóctel de 
meropenem, gentamicina y vancomicina da lugar a una reducción en las especies productoras de 
SCFA, en especial las productoras de butirato (Palleja et al., 2018).  
 
En cuanto a los efectos concretos de los principales beta-lactámicos, estos se detallan a 
continuación. Cabe destacar que todos los estudios que se indican se han realizado utilizando la 
técnica de secuenciación 16s rRNA o la técnica de cultivo bacteriano. Sin embargo, no existen 
estudios que combinen varias de las técnicas ómicas disponibles (i.e. metagenómica, 
metabolómica y proteómica), objetivo principal de este TFG.  
 

a) Penicilinas	
 
Las penicilinas fueron los primeros beta-lactámicos obtenidos. El hecho de que tengan un espectro 
menos amplio que las cefalosporinas y los carbapenémicos da lugar a que las alteraciones que 
provocan en la microbiota sean menos graves (MacPherson et al., 2018). Dos de los beta-
lactámicos más utilizados son la ampicilina y la amoxicilina. Se ha reportado que la amoxicilina 
suele provocar alteraciones significativas de larga duración en la microbiota (Kau et al., 2011; 
Pilmis et al., 2020). Disminuye las fusobacterias (Fusobacterium) (Ferrer et al., 2017), y aumenta 
la cantidad de Proteobacterias (Iizumi et al., 2017), en concreto de enterobacterias resistentes a 
la amoxicilina. Asimismo, promueve la colonización por Pseudomonas, Candida albicans y 
Clostridium difficile (patógenos oportunistas). La amoxicilina se suele usar junto con ácido 
clavulánico (inhibidor de beta-lactamasas) para superar ciertas resistencias; este tratamiento 
también provoca un aumento de las familias Enterobacteriaceae (especies con resistencia) y 
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Lachnospiraceae, así como a la disminución de clostridios, lactobacilos, bifidobacterias y 
bacteroides (Sullivan et al., 2001; Palleja et al., 2018). La ampicilina, por su parte, elimina parte 
de la microbiota y promueve la colonización intestinal por patógenos multirresistentes como 
Klebsiella y cepas de Enterobacter resistentes a ampicilina (Sullivan et al., 2001), así como 
Enterococcus faecium resistente a ampicilina y a otros beta-lactámicos, lo que se ha relacionado 
con el hecho de que la absorción de la ampicilina es incompleta, y se va excretando a lo largo del 
tiempo (Benabbou et al., 2019). Finalmente, el clavulanato de ticarcilina se ha asociado con una 
disminución significativa de la riqueza microbiana (Gibson et al., 2016). 
 

b) Cefalosporinas	
 
Las cefalosporinas son beta-lactámicos semisintéticos derivados de la cefalosporina C (producida 
por el hongo Cephalosporium acremonium), cuyo espectro de actividad es más amplio que el de 
las penicilinas debido a que son más estables frente a beta-lactamasas (Kong et al., 2010). Las 
cefalosporinas de primera generación son activas contra cocos Gram positivos y cocos anaerobios 
(excepto Bacteroides fragilis). Un ejemplo es la cefalozina, que se utiliza frecuentemente para la 
profilaxis quirúrgica; su excreción renal se ha relacionado con un bajo impacto en la microbiota 
intestinal (Rice et al., 2004). Las cefalosporinas de segunda generación son activos frente a Gram 
negativos y Klebsiella, y además frente a anaerobios en el caso de las cefamicinas. Las 
cefamicinas (cuyo uso se había abandonado en favor de las cefalosporinas de espectro extendido) 
están reconsiderándose como opciones de tratamiento efectivo, ya que son resistentes a muchas 
beta-lactamasas de clase A de Ambler, especialmente beta-lactamasas de espectro extendido 
(ESBL). Se ha visto que la cefoxitina y el cefotetano promueven la colonización por el E. faecium 
vancomicina resistente (VRE) (Uttley et al., 1998), un patógeno oportunista que frecuentemente 
causa infecciones en pacientes hospitalizados (Woerther et al., 2018). También se ha visto que la 
cefoxitina aumenta el riesgo de infección por C. difficile. El cefotetano promueve la colonización 
intestinal murina por E. faecium debido a su actividad anti-enterocócica intrínseca deficiente y a 
que se concentra en el tracto gastrointestinal (Rice et al., 2009). Las cefalosporinas de tercera 
generación tienen una mayor cobertura contra bacterias Gram negativas que las de segunda 
generación. Por ejemplo, la ceftriaxona afecta a Verrucomicrobia (Ferrer et al., 2017) y promueve 
la colonización por E. faecium al igual que el cefotetano (Rice et al., 2009). También ha sido 
relacionada con una supresión significativa de microorganismos anaerobios y de enterobacterias, 
un aumento de cocos aerobios y un crecimiento excesivo de C. difficile, C. albicans y 
enterobacterias resistentes (Foster et al., 2019). Por otra parte, la cefotaxima disminuye 
significativamente la riqueza de especies microbianas, en concreto de E. coli, promoviendo un 
enriquecimiento en los genes de resistencia asociados a Enterobacter cloacae (Gibson et al., 
2016). La cefoperazona reduce la cantidad de Bacteroidetes y aumenta la de Firmicutes (Ubeda 
et al., 2010). Asimismo, es interesante el ceftiofur, utilizado frecuentemente para tratar 
enfermedades en el ganado vacuno, ya que en estos animales da lugar a un aumento de los niveles 
de E. coli en el microbioma y las heces, así como a la selección de E. coli resistentes a antibióticos, 
que podrían transmitirse a los humanos en la cadena alimentaria (Foster et al., 2019). Se ha 
reportado que el tratamiento combinado de ceftolozona-tazobactámico o de ceftazidima-
avibactam tiene un impacto alto en la microbiota y la RC (Woerther et al., 2018). Finalmente, las 
cefalosporinas de cuarta generación son más resistentes a la hidrólisis por beta-lactamasas de 
Enterobacter. La cefepima provoca una disminución en enterobacterias y bifidobacterias, así 
como un aumento en clostridios (con un crecimiento excesivo de C. difficile) y Bacteroides 
(Sullivan et al., 2001). Es utilizada con frecuencia en pacientes inmunodeprimidos. Puesto que 
no se concentra significativamente en la bilis humana (excreción renal), su efecto sobre las 
bacterias anaerobias no es demasiado grave (Rice et al., 2004).   
 

c) Carbapenémicos	
 
Los carbapenémicos son los que tienen el espectro de actividad más amplio de todos los beta-
lactámicos (Baughman, 2009), gracias a su estructura: presentan una cadena lateral 6-hidroxietil 
en la que el carbono 5 y el 6 (C5 y C6) están en posición trans, lo que les confiere estabilidad 
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frente a una gran variedad de beta-lactamasas. Además, en el anillo pentamérico presentan una 
sustitución del sulfuro por un carbono en la posición 1 (C1), y un enlace insaturado entre C2 y 
C3 (Jorgensen et al., 2018; Zhanel et al., 2018). El ertapenem se ha relacionado con alteraciones 
significativas en la composición del microbioma y en el resistoma (Pilmis et al., 2020). En 
concreto, reduce los recuentos fecales de Enterobacteriaceae y anaerobios, aumentando los de 
enterococos y levaduras. La elevada disbiosis de la microbiota intestinal y la alteración de la RC 
pueden deberse a que se excreta parcialmente por la bilis (por lo que contacta más con la 
microbiota) (Woerther et al., 2018). El imipenem, a pesar de tener un amplio espectro y una 
potente actividad anti-anaeróbica, parece tener un efecto entre leve y moderado sobre la RC y el 
riesgo de adquisición de patógenos multirresistentes. Esto probablemente se debe a su baja 
excreción biliar y biodisponibilidad intestinal. Sin embargo, sí reduce la abundancia en las heces 
de Enterobacteriaceae, estreptococos y bacterias anaerobias, aumentando la presencia de 
enterococos (Woerther et al., 2018). Suele utilizarse en co-terapia con un inhibidor de beta-
lactamasas, el relebactam, para aumentar la eficacia ante organismos resistentes a carbapenémicos 
(Enterobacteriaceae productores de ESBLs o KPCs como Klebsiella pneumoniae; y como 
Pseudomonas aeruginosa) (Zhanel et al. 2018). Además, siempre tiene que utilizarse junto con 
un inhibidor de DHP-I (dehidropeptidasa renal I, enzima localizada en el túbulo renal de 
mamíferos) como cilastatina, para evitar ser destruido (Zhanel et al., 2007; Jorgensen et al., 2018). 
El lenapenem disminuye los cocos aeróbicos G+, como Streptococcus o Veillonella (Sullivan et 
al., 2001). 
 
1.4.2. Efectos	del	meropenem	y	la	piperacilina-tazobactámico	
 
El meropenem y la piperacilina-tazobactámico son dos de los antibióticos beta-lactámicos más 
utilizados en el hospital de La Fe (Djukovic et al., 2020), cuyos pacientes se han analizado en 
este estudio; por tanto, conocer los efectos que tienen sobre la microbiota es crucial para entender 
los resultados del mismo.  
 

a) Meropenem	
 
El meropenem es un carbapenémico que presenta un grupo metilo en el C1; este le confiere 
resistencia frente a la DHP-I, lo que hace innecesario el uso de un inhibidor de la misma. El 
meropenem tiene también una cadena lateral en el C2 de dimetilcarbamoilpirrolidinetio básico, 
que mejora su actividad contra bacterias Gram negativas (Jorgensen et al., 2018; Zhanel et al., 
2018). Meropenem-vaborbactam se ha utilizado para tratar infecciones complicadas del tracto 
urinario (como pielonefritis aguda) y para tratar pacientes con pneumonía nosocomial (Zhanel et 
al., 2018) así como infecciones renales (Jorgensen et al., 2018). Se ha visto que el meropenem 
disminuye la abundancia en las heces de Enterobacteriaceae, estreptococos y anaerobios, 
aumentando significativamente la cantidad de enterococos (Sullivan et al., 2001). Esta 
modificación es transitoria y se revierte a las 2 semanas. En general, el tratamiento con 
meropenem se ha asociado a una pérdida de riqueza en especies microbianas. Morjaria et al. 
(2019) mostró que el uso de meropenem suprimía la práctica totalidad de la microbiota anaerobia 
obligada en pacientes que habían recibido un trasplante de células hematopoyéticas. Por su parte, 
Gibson et al. (2016) indicó que un paciente llegó a perder el 25% de las especies microbianas tras 
ser tratado con este antibiótico, mientras que la microbiota de los pacientes se enriquecía en 
Staphylococcus epidermidis o K. pneumoniae y en genes de resistencia a los antibióticos (ARGs) 
relacionados con ellos. Además, sus resultados indicaban que el tratamiento con meropenem 
incrementa la abundancia relativa de los ARG para fluoroquinolonas, macrólidos, tetracilinas, 
trimetoprima, y a otros beta-lactámicos. Esto es un efecto colateral en el resistoma: tras un 
tratamiento con antibióticos, hay un enriquecimiento en genes de resistencia intrínseca (tienen 
una función directa contra el tratamiento antibiótico), así como adquirida (genes contra 
antibióticos distintos a los del tratamiento). El meropenem se puede utilizar junto a un inhibidor 
de beta-lactamasas, el vaborbactam, ya que este presenta actividad frente a beta-lactamasas de 
clase A (ESBLs, KPCs) y de clase C (AmpC, una beta-lactamasa de espectro extendido), aunque 
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no es activo contra las clases B ni D. Así, se ha conseguido restaurar la actividad de este 
carbapenémico frente a varios genotipos de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas 
(CPE) y P. aeruginosa (Pfaller et al., 2018). Se ha visto que es altamente eficaz contra la mayoría 
de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos (especialmente contra productoras de KPC) 
(Stappenbeck et al., 2002). La KPC es la carbapenemasa más común mundialmente, codificada 
por K. pneumoniae en el gen BlaKPC (que suele ir acompañado por otros genes que confieren 
resistencia a múltiples clases de antibióticos). Es una enzima de clase A capaz de hidrolizar todos 
los antibióticos beta-lactámicos disponibles actualmente (Jorgensen et al., 2018), por tanto, que 
el vaborbactam la inhiba es muy importante para el tratamiento de los pacientes.  
	

b) Piperacilina-tazobactámico	
 
La piperacilina es una penicilina que pertenece a la clase de las ureidopenicilinas. Este beta-
lactámico de amplio espectro suele utilizarse junto con tazobactámico (inhibidor de beta-
lactamasas), para ampliar su actividad frente a patógenos Gram positivos y Gram negativos 
(Sullivan et al., 2001), así como frente a P. aeruginosa. El tratamiento con piperacilina-
tazobactámico ha sido asociado a una reducción de bifidobacterias, eubacterias, lactobacilos, 
clostridios, enterobacterias y enterococos. Asimismo, se ha indicado que genera un aumento 
notable en los recuentos de Enterobacteriaceae y Bacillus fragilis resistentes a los medicamentos. 
Por otra parte, se ha asociado a la colonización por patógenos nosocomiales como VRE, Candida 
y Enterobacter resistentes (productoras de beta-lactamasas) (Sullivan et al., 2001; Woerther et 
al., 2018). Esto puede deberse a la elevada capacidad de la piperacilina-tazobactámico para 
suprimir la microbiota anaerobia obligada (Clostridia, Negativicutes Bacteroidetes, Fusobacteria) 
encargada de ejercer RC. En un estudio, tras este tratamiento antibiótico se suprimieron más del 
99% de las especies en pacientes que habían recibido un trasplante de células madre 
hematopoyéticas (Morjaria et al., 2019). De hecho, la piperacilina-tazobactámico se ha asociado 
con un aumento de la mortalidad asociada a la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) en 
estos pacientes, precisamente debido a la disrupción de la microbiota que causa (Shono et al., 
2016). Esto concuerda con los resultados de Pettigrew et al., (2019), en los que la piperacilina-
tazobactámico causó una grave disrupción de la microbiota en pacientes de UCI; en concreto, se 
asoció a una microbiota con muy baja abundancia de bacterias consideradas protectoras 
(Faecalibacterium, Blautia y Lactobacillus) y a la dominancia de Enterococcus (o de otros 
patógenos como Enterobacteriaceae), así como a un aumento en el riesgo de sufrir colonización 
por P. aeruginosa resistente a los carbapenémicos. Sin embargo, en otro estudio (Ravi et al., 
2019), la piperacilina-tazobactámico no se asoció significativamente a cambios en la microbiota. 
A su vez se han registrado resultados contradictorios, como que la piperacilina-tazobactámico 
inhibe la colonización por VRE si la exposición al tratamiento es baja, pero la promueve si es de 
larga duración (Rice et al., 2004). Esto sugiere que la farmacocinética es clave en el impacto en 
la microbiota intestinal, por lo que es posible adaptar los regímenes de antibióticos para 
preservarla (Ravi et al., 2019). 
 
1.4.3. Efectos	en	el	resistoma	
 
El resistoma se define como el conjunto de todos los genes de resistencia a antimicrobianos 
(ARG) presentes en un microbioma dado. Aparece muy temprano en la vida, siendo detectable 
en bebés desde los 2 meses posteriores al nacimiento (Becattini et al., 2016). Al exponer las 
comunidades microbianas a los antibióticos, éstas cambian su composición y evolucionan, 
optimizando y diseminando ARG. La microbiota intestinal funciona por tanto como un reservorio 
de ARG y propaga las resistencias a antimicrobianos, lo cual puede conllevar un problema serio 
para la salud humana (Palleja et al., 2018). En concreto, la familia Enterobacteriaceae suele 
actuar como huésped y transferente de ARG (Pfaller et al., 2018). Si bien el efecto sobre la 
composición de microbiota intestinal parece revertirse, ya que esta se recupera, la alteración del 
resistoma parece ser duradera, llegando a encontrar ARG durante meses o años tras la finalización 
de la terapia con antibióticos (Gasparrini et al., 2016). Además, cuanto más temprano sea el 
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tratamiento antibiótico, mayor es el efecto que tiene sobre la microbiota y el resistoma. El uso 
exacerbado de los antibióticos ha favorecido la selección de bacterias resistentes y su 
diseminación, inutilizando gran parte de los antibióticos disponibles (Rice et al., 2012). La 
adquisición de resistencia en las bacterias ocurre por la presión selectiva que ejercen los 
antibióticos, que da lugar, por un lado, a la selección de mutaciones aparecidas en el ADN que 
les confieren tolerancia ante los antimicriobianos (Becattini et al., 2016), y, por otro lado, a la 
alteración de la microbiota intestinal anaerobia (responsable de ejercer RC) y, por tanto, al 
crecimiento y diseminación de bacterias multirresistentes a antibióticos (MDR) (Woerther et al., 
2018). La transmisión de los ARG ocurre por transferencia horizontal entre las bacterias 
(conjugación, transducción y transformación), pudiendo adquirirlos patógenos que amenazan 
nuestra salud (Becattini et al., 2016). Estas transferencias son de plásmidos que contienen ARG, 
o de elementos cromosómicos móviles (Rice et al., 2012; Gasparrini et al., 2019). Además, los 
antibióticos también pueden promover la transferencia horizontal de ARG influyendo en las 
interacciones entre fagos y bacterias. Es el caso del meropenem y la vancomicina, que influyen 
en la composición de los virus (como sifovirus, herpes, poxvirus y papilomavirus, entre otros) 
(Ferrer et al., 2017). Muchos de los ARG encontrados se asocian a cepas patógenas implicadas 
en infecciones nosocomiales, como E. coli, E. cloacae y K. pneumoniae. Además, algunos de 
estos confieren resistencia a múltiples antibióticos (tanto de una clase como de varias), o se 
seleccionan conjuntamente con otros genes de resistencia. Por ejemplo, los genes seleccionados 
por el tratamiento con piperacilina también confieren resistencia a otros antibióticos beta-
lactámicos como amoxicilina y ampicilina (Gibson et al., 2016).   
 
1.4.4. Efectos	en	la	colonización	por	patógenos	
 
La pérdida de diversidad en la microbiota inducida por la terapia con antibióticos conduce 
generalmente a un aumento de la abundancia relativa de patógenos, mayoritariamente de E. 
faecium, E. coli y C. albicans, aunque también de otros como K. pneumoniae, los cuales son 
inherentemente resistentes a los antibióticos o poseen genes de resistencia a los antimicrobianos 
(Ravi et al., 2019). Un claro ejemplo de ello es el estudio de Ubeda et al. (2010), donde observaron 
que, mientras que los ratones que no recibieron antibióticos eran resistentes a la colonización con 
VRE, los ratones tratados sufrieron una grave colonización que llegó a alcanzar frecuencias en 
las que VRE representaba el 95% de la microbiota total del íleon y ciego; resultados que se 
reprodujeron en los pacientes hospitalizados tratados con antibióticos. La explicación a esto puede 
ser que los antibióticos eliminan ciertas poblaciones bacterianas que suprimen la colonización de 
VRE, permitiendo por tanto su expansión. Estos resultados concuerdan con los resultados de 
Arias y Murray (2012), que indican que la exposición a ciertos antibióticos de amplio espectro, 
como cefalosporinas o piperacilina-tazobactámico, elimina las bacterias Gram negativas y 
positivas excepto E. faecium, facilitando la colonización de VRE. En concreto, observaron que el 
tratamiento con antibióticos de amplio espectro regulaba negativamente la expresión intestinal de 
RegIIIy (PAM que elimina bacterias Gram positivas), lo cual refuerza la hipótesis de que la 
microbiota intestinal protege frente a la colonización por patógenos oportunistas como VRE. 
Otros estudios han demostrado que el tratamiento con antibióticos que presentan actividad contra 
la microbiota anaerobia autóctona (que ejerce RC intestinal) promueve la colonización y/o el 
crecimiento excesivo de patógenos como Enterobacteriaceae MDR (K. pneumoniae productora 
de ESBLs, VRE) (Bhalla et al., 2003; Hoyen et al., 2003). Así, antibióticos con una actividad 
elevada frente a la microbiota anaerobia como la clindamicina promueven la colonización 
intestinal en ratones y pacientes por Enterobacteriaceae resistentes, al contrario que los 
antibióticos con una baja actividad anti-anaeróbica como la cefepima. Hay que destacar que 
algunos antibióticos como piperacilina-tazobactámico, ceftriaxona y ceftazidima presentan a la 
vez actividad anti-anaeróbica y actividad frente a Enterobacteriaceae MDR, por lo que pueden 
inhibir la colonización por estos patógenos. Sin embargo, este efecto se pierde si los patógenos 
ya estaban bien establecidos en el intestino, si la dosis de inóculo (patógeno) es muy elevada, o 
si la cepa es particularmente resistente (Hoyen et al., 2003). 
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1.4.5. Efectos	en	la	salud	del	individuo	
 
Los efectos de las perturbaciones en la microbiota son duraderos y pueden tener múltiples 
consecuencias (Becattini et al., 2016), especialmente si la disrupción de la misma es temprana. 
Esto se debe a que el periodo de adquisición de la microbiota coincide con el del desarrollo del 
sistema inmune (Gasparrini et al., 2016; Gasparrini et al., 2019). Puesto que ambos se influyen 
mutuamente, la disrupción de la microbiota en este periodo puede generar respuestas inmunes 
inapropiadas en el huésped. Así, el uso de antibióticos en la vida temprana se ha asociado con el 
desarrollo de alergias, asma, diabetes y obesidad (Iizumi et al., 2017). Además, el tratamiento con 
antibióticos disminuye el grosor de la capa mucosa y la expresión de PAMs, predisponiendo a la 
infección (Becattini et al., 2016). En cuanto a la diabetes, se ha demostrado en ratones que existe 
una relación entre ésta y la toma de antibióticos, aumentando su incidencia y reduciéndose el 
tiempo de su aparición en los ratones que recibían un cóctel de antibióticos de amplio espectro 
(estreptomicina, colistina y ampicilina) así como un único antibiótico (vancomicina) (Candon et 
al., 2015). Por otra parte, existen numerosos estudios que correlacionan el uso de antibióticos con 
el aumento de peso y un mayor riesgo de padecer obesidad. De hecho, la penicilina se ha utilizado 
tradicionalmente en animales sanos jóvenes para promover su aumento de peso. La causa puede 
ser que la alteración del microbioma afecta a las rutas metabólicas, ya que el tratamiento con dosis 
bajas de penicilina aumenta los niveles de masa grasa y ácidos grasos de cadena corta (Iizumi et 
al., 2017). Esto ha sido investigado mediante experimentos de trasplante de microbiota fecal 
(FMT) en ratones libres de gérmenes. Se ha visto que la microbiota intestinal de ratones con 
obesidad inducida por la dieta provoca un mayor aumento de la adiposidad en los ratones 
receptores del trasplante, en comparación al provocado por la microbiota de un donante que ha 
recibido una dieta saludable (Kau et al., 2011).  
 
1.5. Tratamientos	para	restaurar	la	microbiota	
 
Las posibles estrategias para eliminar los efectos adversos de los antibióticos en la microbiota 
incluyen evitar el uso innecesario de los mismos y usar antibióticos más específicos y de espectro 
estrecho, así como el reemplazo de microorganismos mediante el trasplante de microbiota fecal 
(FMT) (Becattini et al., 2016). Otra opción es el uso de prebióticos y probióticos (nutrientes y 
microorganismos vivos, respectivamente, que pueden generar cambios en la composición de la 
microbiota) (Delzenne et al., 2011; Pilmis et al., 2020). Por ejemplo, se ha utilizado un consorcio 
de bacterias comensales como probióticos para tratar infecciones por VRE. Este consorcio 
contenía una bacteria, Blautia producta, productora de un lantibiótico (un tipo de PAM que inhibe 
el crecimiento de VRE). El consorcio podía colonizar el intestino e inhibir el crecimiento de VRE 
pese a que este ya hubiera establecido una densidad de colonización elevada (Kim et al., 2019). 
Por otro lado, se pueden restaurar las respuestas inmunes apropiadas mediante la administración 
de ligandos bacterianos (Becattini et al., 2016) (eliminados tras el tratamiento antibiótico). Por 
ejemplo, se puede estimular los receptores epiteliales Toll-like de la mucosa para inducir el 
sistema inmune innato, disminuido tras la administración de antibióticos al ser eliminada la 
microbiota inductora. De esta manera se ha conseguido reducir la colonización e infección por 
patógenos MDR (Arias y Murray, 2012). 

2. Objetivos	
 
El objetivo principal de este estudio es analizar el efecto del tratamiento con antibióticos beta-
lactámicos sobre la microbiota intestinal de pacientes con leucemia aguda. Para ello, se compara 
la microbiota inicial pre-tratamiento con la microbiota post-tratamiento. Por otro lado, como 
control, se analizan pares de muestras en las que no se recibió ningún tratamiento beta-lactámico. 
A su vez, para una comprensión más detallada del efecto de los beta-lactámicos sobre la 
microbiota intestinal, se realiza un análisis tanto de composición (i.e. 16S rRNA) como 
metabolómico y proteómico, lo que nos permite conocer qué funciones bacterianas y metabolitos 
derivados de las mismas están siendo afectadas por el tratamiento antibiótico. 
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3. Métodos	
 
Este trabajo contiene un glosario (anexo I, página 40) donde se han recogido algunos términos 
estadísticos, con el propósito de mejorar la comprensión del análisis estadístico llevado a cabo en 
este estudio. 
 
3.1. Recogida	de	muestras	
 
La obtención de muestras se hizo de acuerdo a lo indicado por Djukovic et al. (2020). Se 
recogieron muestras fecales de pacientes con leucemia aguda ingresados en el Departamento de 
Hematología del hospital La Fe (Valencia, España), que dieron su consentimiento informado a 
participar en el estudio. El estudio se realizó conforme a la Declaración de Helsinki, y el protocolo 
fue aprobado el 1 de julio de 2013 por el comité ético de investigación clínica (CEIC) de la 
Dirección General de Salud Pública y el Centro Superior de Investigación en Salud Pública. Las 
muestras fueron recogidas cada semana entre noviembre de 2013 y abril de 2015 (18 meses). Se 
obtuvieron un total de 802 muestras, pertenecientes a 133 pacientes (de media, unas 6 muestras 
por paciente). La mediana del número de veces que estos pacientes habían sido ingresados es de 
3, la de la duración de la hospitalización es de 26 días, y la del tiempo total de seguimiento 
realizado a los pacientes es de 70 días. En cada hospitalización se recogieron al menos un par 
muestras por paciente en un intervalo de una semana entre la recogida de la primera y la de la 
segunda. Tras aplicar los criterios de exclusión (descritos más abajo), únicamente se incluyeron 
122 pares de muestras, 203 muestras en total (se ha de tener en cuenta que una misma muestra 
puede formar parte de dos pares de muestras obtenidos de manera consecutiva) pertenecientes a 
31 pacientes distintos. 
 
3.2. Tratamiento	de	los	pacientes	
 
Los pacientes con leucemia aguda fueron ingresados para recibir bien un tratamiento con 
quimioterapia, bien un trasplante. Además, los que padecían infecciones recibieron antibióticos 
para tratarlas. Los antibióticos más frecuentemente suministrados en el hospital de La Fe son 
ciprofloxacina, meropenem, piperacilina-tazobactámico, amicacina y vancomicina. Todos los 
antibióticos fueron suministrados vía intravenosa excepto la ciprofloxacina que fue administrada 
vía oral. El meropenem y la piperacilina-tazobactámico, como se ha descrito en la introducción 
de este trabajo, son antibióticos beta-lactámicos que afectan a la microbiota intestinal. Por el 
contrario, la amicacina (aminoglicósido) y la vancomicina (glicopéptido) no se considera que 
afecten a la microbiota, debido a que su excreción biliar es muy baja; por tanto, al administrarse 
por vía intravenosa, la mayor parte del antibiótico es excretado por vía renal, no alcanzando a la 
microbiota en cantidades suficientes para alterarla. Asimismo, todos los pacientes recibieron 
ciprofloxacina como tratamiento profiláctico inmediatamente tras su llegada al hospital. Su efecto 
no se tiene en cuenta en este estudio, ya que es común a todos los pacientes. Además, al ser 
administrado inmediatamente tras el ingreso en el hospital, no se pudieron obtener muestras antes 
de la administración de la ciprofloxacina, por lo que no se pudo analizar su posible efecto en la 
composición de la microbiota. Por tanto, este estudio se ha centrado en la alteración de la 
microbiota causada por el tratamiento con los dos beta-lactámicos descritos arriba (i.e. 
meropenem y piperacilina-tazobactamico). 
 
3.3. Definición	de	los	grupos	de	muestras	analizados	
 
El estudio realizado se ha centrado en analizar cambios en la microbiota en pares de muestras 
obtenidas consecutivamente en un mismo paciente en un mismo ingreso hospitalario. Los pares 
de muestras se dividieron en dos grupos. Por una parte, el grupo “no beta” o grupo control estaba 
formado por pares de muestras obtenidas de pacientes que no recibieron antibióticos beta-
lactámicos durante la toma de muestras, ni la semana anterior a la toma de las muestras. Por otra 
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parte, se creó un grupo con muestras de pacientes tratados con beta-lactámicos (grupo “beta”), a 
los que se les administró uno de los antibióticos beta-lactámicos (meropenem –grupo “mero”- o 
piperacilina-tazobactámico –grupo “ptz”-). En este caso, la primera muestra del par fue obtenida 
previamente a la administración del antibiótico, mientras que la segunda muestra del par se obtuvo 
tras el inicio del tratamiento. Cabe destacar que, en todos los casos, la segunda muestra se obtuvo 
mientras el tratamiento con el antibiótico aún estaba en curso. En algunas ocasiones se analizó 
más de un par de muestras de un mismo paciente; cada par de muestras se incluyó en el grupo 
correspondiente, teniendo en cuenta los criterios descritos. Hay que destacar que se excluyeron 
del grupo beta aquellos pacientes a los que se les había suministrado algún antibiótico beta-
lactámico la semana anterior a la toma de la primera muestra; esto se hizo para evitar que el efecto 
de este antibiótico influyese en los resultados obtenidos, pues podría enmascarar el efecto de los 
beta-lactámicos administrados entre el par de muestras analizado. Asimismo, se aseguró que los 
pacientes no hubiesen recibido ningún antibiótico antes de su llegada al hospital, para evitar 
también este sesgo que influyese en los resultados. Por último, las muestras analizadas provienen 
de un estudio previo de Djukovic et al. (2020) en las que únicamente se incluyeron muestras de 
pacientes que habían sido colonizados por enterobacterias multirresistentes. Por tanto, teniendo 
en cuenta todos los criterios de inclusión y exclusión, finalmente se analizaron 122 pares de 
muestras pertenecientes a 31 pacientes diferentes. A su vez, el grupo beta se divide en dos 
subgrupos que también se estudiaron: el grupo mero (pacientes que recibieron meropenem entre 
la primera y la segunda toma de muestra) y el grupo ptz (pacientes que recibieron piperacilina-
tazobactámico entre la primera y la segunda toma de muestra). Con ello se busca estudiar el efecto 
en la microbiota de cada beta-lactámico individualmente, además de a nivel global. 
 
3.4. Secuenciación	y	procesamiento	de	las	secuencias	
 
Las muestras fecales se secuencian de acuerdo a lo indicado por Djukovic et al. (2018). La región 
V3-V4 del gen 16S rRNA se amplificó y secuenció utilizando la plataforma MiSeq (Illumina). 
Las secuencias se procesaron con el software Mothur (Schloss et al., 2009). Cada muestra se 
analizó identificando las OTUs (unidades taxonómicas operativas, por sus siglas en inglés). El 
estudio de OTUs es un método para caracterizar las comunidades microbianas a partir de datos 
de secuenciación del gen 16S rRNA. Este método agrupa las secuencias de ADN en OTUs, en 
base a una matriz de distancias (Chen et al., 2013); es decir, agrupa las secuencias en función de 
cuánto se parecen entre sí. Para ello no se requiere información taxonómica previa, al contrario 
de lo que ocurre con los métodos basados en taxonomía. Estos agrupan las secuencias en función 
de cuánto se parecen a las secuencias presentes en bases de datos, lo cual dificulta clasificar 
secuencias nuevas (bacterias no registradas en la base de datos, o que no están bien caracterizadas, 
no son procesadas y por tanto no se tienen en cuenta en el análisis, perdiéndose información). En 
el estudio de Djukovic et al. (2018), las secuencias con una similitud (basada en la matriz de 
distancias) de más del 97% se agruparon en la misma OTU. Después, cada secuencia se clasificó 
taxonómicamente utilizando la base de datos Ribosomal Database Project (RDP) y el clasificador 
RDP, que utiliza un algoritmo bayesiano (Wang et al., 2007). Muchas de las secuencias se 
pudieron clasificar hasta nivel de género. Todas aquellas secuencias que no se pudieron clasificar 
para un nivel taxonómico concreto aparecen como el nivel taxonómico anterior más “no 
clasificados”. Con estos datos, se genera una tabla de abundancia de OTUs y tablas de abundancia 
de taxones a los distintos niveles (filo, clase, orden, familia y género).  
 
3.5. Análisis	de	la	composición	de	la	microbiota	
 
Con el fin de analizar la composición de la microbiota intestinal, esta se estudia a nivel de filo 
(nivel más general de clasificación de bacterias) y a nivel de género. Para ello, se parte de la tabla 
de abundancia de taxones, generada a partir de los datos de secuenciación del gen de 16S rRNA, 
y la clasificación realizada con la base de datos RDP y el clasificador RDP (explicado en el 
apartado anterior). Además, se realizó también un análisis al nivel de OTUs (similar al nivel 
taxonómico de especie). Posteriormente, para designar las especies a las que pertenecen estas 
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OTUs, se realiza un alineamiento de las secuencias contra la base de datos de referencia del gen 
16S rRNA bacteriano mediante la herramienta megaBLAST (NCBI). Para asignar la especie, se 
tuvo en cuenta que se pareciera en más de un 99% a exclusivamente una de las especies de la base 
de datos. Con ello se buscaba asegurar que la OTU era la misma secuencia que la mostrada en la 
base de datos. La única excepción fue Kineothrix stercoris, que se designó con un 98% de 
identidad; esto se debe a que los cinco primeros resultados del alineamiento pertenecen a esta 
especie, con un 98% de identidad, y con un score más elevado que el resto de especies indicadas 
(cuya identidad además es menor del 98%). La baja identidad puede deberse a que es una bacteria 
recientemente descubierta (Haas y Blanchard, 2017) y aún no está bien caracterizada. 
 
3.6. Análisis	metabolómico	
 
El análisis metabolómico fue realizado por el servicio de Metatoul (INRAE), que realizó la 
identificación de los metabolitos mediante la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN), y 
que devolvió la abundancia relativa de los metabolitos identificados.  
 
3.7. Análisis	metagenómico	
 
El análisis metagenómico de identificación de los genes fue realizado con ayuda del servicio 
bioinformático de FISABIO-Salud Pública. La secuenciación se llevó acabo usando la plataforma 
Illumina, obteniendo secuencias de 150 bp PE (paired-end). Estas secuencias se recortaron y 
filtraron por calidad desde su extremo 3’ usando el software PrinSeq v.0.20.4 (Schmieder y 
Edwards, 2011). Posteriormente, las secuencias se ensamblaron en contigs usando MEGAHIT 
v.1.1.4 (Li et al., 2015). Los ORFs se detectaron usando Prodigal v.2.6.3 (Hyatt et al., 2010) y se 
anotaron usando HMMER v.3.2.1 (Finn et al., 2011), con un e-valor hmmsearch = 1e-3, usando 
la base de datos KEGG (marzo de 2016) (Ogata et al., 1999). 
 
3.8. Análisis	metaproteómico	
 
El análisis proteómico se realizó de acuerdo a los métodos indicados por Rechenberger et al. 
(2019), por el grupo del Dr. Bernhard Kuster. Las proteínas fueron previamente identificadas en 
dicho estudio; su secuencia se obtuvo mediante la técnica de cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), y su identificación se realizó comparando las 
secuencias contra cuatro bases de datos diferentes: SWISS-PROT para bacterias, SWISS-PROT 
para humanos, IGC (the Integrated Genome Reference Catalog) y una base de datos de secuencias 
metagenómicas específica para cada muestra (generada a partir de los datos del experimento, ver 
apartado anterior). La anotación funcional se llevó a cabo utilizando el análisis para metaproteoma 
de Unipept (Gurdeep Singh et al., 2019). No obstante, en el estudio de Rechenberger et al. (2019) 
las funciones génicas se clasificaron mediante términos GO, mientras que, en nuestro caso, las 
proteínas fueron categorizadas de acuerdo a la clasificación KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes) (Ogata et al., 1999) utilizando Unipept también. 
 
3.9. Tratamiento	de	los	datos	
 
Todas las tablas de datos originales han sido normalizadas. La normalización de los datos es de 
tipo Total Sum Scaling (TSS); este tipo de normalización divide los counts de una OTU o taxón 
entre el total de counts, obteniendo su abundancia relativa (Badri et al., 2018). Ello permite 
eliminar el sesgo técnico (diferente profundidad de secuenciación en las diferentes librerías), 
generando una homogeneización de la varianza de las variables, lo cual es óptimo para aplicar 
análisis de tipo multivariable (Ramette, 2007). 
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3.10. Análisis	estadístico	
 
Las diferencias en la microbiota a nivel global, entre los diferentes grupos de muestras, se 
visualizaron mediante un PCoA (Principal Coordinates Analysis). Este se obtiene a partir de una 
matriz de disimilitud entre las muestras, generada mediante el método de Bray Curtis usando el 
paquete de R Vegan. La significación del PCoA se midió usando el test PERMANOVA (también 
con el paquete de R Vegan) en base al método descrito por Anderson (2001). PERMANOVA 
proporciona un p valor, de tal forma que, si este es significativo, los grupos de muestras que se 
están comparando en el PCoA se consideran significativamente diferentes respecto a las variables 
que se estén analizando (ej. OTUs, metabolitos…). Asimismo, se calculó la riqueza (entendida 
como el número de secuencias –para un cierto nivel taxonómico- diferentes que hay presentes en 
la muestra) así como el índice de diversidad alfa (Shannon) usando el paquete de R Vegan. Las 
diferencias en la riqueza y en el índice de diversidad alfa entre los grupos de muestras se 
calcularon usando la función de R wilcox.test, que emplea la prueba de rangos con signo de 
Wilcoxon (Woolson, 2007). El test de Wilcoxon es un test no paramétrico (es decir, que no supone 
que los datos se ajustan a una distribución estadística concreta), recomendable en ecología debido 
a la gran variabilidad existente entre las muestras (Anderson, 2001). Además, permite realizar un 
análisis pareado, lo cual es necesario para comparar las muestras que están relacionadas entre sí 
(Wilcoxon, 1992); en este estudio, son las muestras pre- y post-tratamiento. 
 
Por otra parte, para identificar diferencias taxonómicas específicas entre grupos de muestras se 
utilizó Ancom2 (o ANCOMII). Este test estadístico tiene en cuenta las limitaciones 
composicionales para reducir el ratio de falsos descubrimientos (False Discovery Rate), al tiempo 
que mantiene una elevada robustez estadística. Su uso está recomendado para el estudio del 
microbioma, ya que los datos en este tipo de análisis suelen presentar un exceso de ceros que 
impide su correcto análisis estadístico por otros métodos (Kaul et al., 2017). Al igual que el test 
Wilcoxon, es un test que permite analizar muestras pareadas. En este estudio, Ancom2 se aplicó 
a diferentes niveles taxonómicos del microbioma (filo, género y OTUs), así como a funciones 
génicas (expresión proteica), para estudiar las diferencias de composición microbiana y proteica 
entre los grupos de muestras. Tras emplear el test Ancom2, se utilizó un segundo test (False 
Discovery Rate) con el fin de descartar falsos positivos debido a las múltiples hipótesis testadas 
(ej. múltiples bacterias analizadas); este test ha sido descrito por Benjamini y Hochberg (1995). 
Se estableció un umbral de 0,6 y 5 para los test Ancom2 y Wilcoxon; esto es, solo se tuvieron en 
cuenta para su análisis las bacterias presentes en al menos el 60% de las muestras, con una 
abundancia de al menos cinco veces el mínimo detectado. Su utilización se debe a la elevada 
variabilidad existente entre los pacientes, que implica que hay presentes muchas bacterias poco 
prevalentes, cuyas diferencias entre muestras no son significativas o puede que ni siquiera 
detectables (debido a su baja abundancia). Por tanto, teniendo en cuenta únicamente las bacterias 
más prevalentes y abundantes se reduce el número de hipótesis a testar y se facilita capacidad de 
detección de verdaderos positivos en el segundo test aplicado (False Discovery Rate). En el caso 
del análisis metabólico, sin embargo, este filtro no supone una diferencia en los resultados, debido 
a que los metabolitos están mucho más conservados entre los individuos que la composición de 
la microbiota; es decir, que la variabilidad metabólica entre pacientes es mucho menor que la de 
composición microbiana.  
 
En cuanto al análisis estadístico realizado para detectar diferencias de composición metabólica 
entre los pares de muestras, se empleó el test de Wilcoxon, ya que fue el test sugerido por los 
expertos de Metatoul para este tipo de datos. Además, para detectar asociaciones significativas 
entre los metabolitos y la microbiota presentes en las heces de los pacientes, se realizó un análisis 
de correlación Spearman (un tipo de correlación no paramétrica) entre los metabolitos y las 
bacterias a nivel de género. Para evitar introducir sesgos en el análisis, la correlación se hizo de 
todos los metabolitos y todos los géneros; no se eligió qué metabolitos o géneros interesa estudiar, 
ya que se estaría forzando una relación que podría no ser real. Este análisis aporta por tanto un p 
valor ajustado para cada posible correlación. Posteriormente, se escogieron los resultados de las 
correlaciones de aquellos metabolitos de interés: significativamente alterados por el tratamiento 
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antibiótico y de aquellos géneros bacterianos más abundantes (que comprenden, entre otros, las 
bacterias alteradas significativamente por el tratamiento antibiótico). A partir de estos resultados 
se realizó un heatmap (o mapa de calor), con el fin de facilitar la interpretación de los datos a 
nivel visual. Además, para evaluar la magnitud del cambio producido entre la abundancia relativa 
tras el tratamiento con beta-lactámicos respecto a la abundancia relativa antes del tratamiento, se 
utilizó el log2FC (FC: fold change, por sus siglas en inglés); es el logaritmo en base 2 del cambio 
entre las abundancias relativas medias de una determinada variable (bacteria, metabolito). 
 
Finalmente, el resultado de los test de contraste de hipótesis se considera significativo cuando el 
p-valor es menor de 0,05. Adicionalmente, se aplica una doble confirmación, de forma que 
también se calcula el p-valor ajustado (False Discovery Rate). Así, cuando se analizaron los 
grupos no beta y beta, aquellos resultados cuyo p-valor ajustado no es significativo (p > 0,05) no 
se tienen en cuenta para el estudio, pese a que su p-valor sí sea significativo (p < 0,05). En el caso 
de los grupos mero y ptz, puesto que el análisis supone una confirmación del resultado obtenido 
con el grupo beta, pero dividiendo dicho grupo en los pares de muestras que recibieron 
piperacilina-tazobactámico o meropenem, tan solo se tuvo en cuenta el p-valor sin ajustar.  

4. Resultados	y	discusión	de	los	resultados	
 
4.1. Análisis	de	la	composición	de	la	microbiota	
 
Este estudio se realizó a partir de muestras de heces tomadas de pacientes con leucemia aguda. 
En total, se incluyeron 122 pares de muestras (203 muestras en total) pertenecientes a 31 pacientes. 
Los pacientes se dividieron en dos grupos principales: grupo no beta (pacientes que no recibieron 
beta-lactámicos) y grupo beta (pacientes que sí recibieron beta-lactámicos); este último, a su vez, 
se dividió en dos subgrupos: mero (pacientes que recibieron meropenem) y ptz (pacientes que 
recibieron piperacilina-tazobactámico). Con el fin de evaluar cómo afectaban estos antibióticos a 
la microbiota, se recogieron muestras antes y después del inicio del tratamiento; cada par de 
muestras (pre-tratamiento y post-tratamiento) se clasificó en un grupo u otro en función del 
tratamiento recibido durante la toma de muestras. Aquellos pares de muestras donde se habían 
recibido beta-lactámicos la semana anterior fueron excluidos del estudio. Es importante señalar 
que, en algunas ocasiones, se analizaron varios pares de muestras de un mismo paciente; cada par 
se incluyó en el grupo correspondiente. Tanto las características de los pacientes como el número 
de pares de muestras que se incluyen en cada grupo están reflejadas en la Tabla 4.1. 
 

Tabla 4.1. Descripción de los pacientes analizados y de las condiciones del estudio.  
Grupo Pares de 

muestras 
Nº de 
pacientes 

Media 
de edad 

Sexo Diagnóstico Motivo de 
hospitalización 

No beta 
(control) 

80 22 53 64% M* 
36% F* 

86% AML* 
14% ALL* 

64% quimioterapia 
23% trasplante 
5% infección 
9% EICH* 

Beta 42 20 51 40% M* 
60% F* 

90% AML* 
10% ALL* 

65% quimioterapia 
25% trasplante 
10% infección 

Mero 14 7 47 29% M* 
71% F* 

86% AML* 
14% ALL* 

14% quimioterapia 
71% trasplante 
14% infección 

Ptz 24 11 53 45% M* 
55% F* 

91% AML* 
9% ALL* 

91% quimioterapia 
9% infección 

*M: masculino; F: femenino; AML: Leucemia mieloide aguda; ALL: Leucemia linfoide 
aguda; EICH: Enfermedad injerto contra huésped 
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Aunque el objetivo del estudio es comparar la microbiota pre-tratamiento con la post-tratamiento, 
para detectar cambios en la microbiota producidos por los beta-lactámicos, en primer lugar nos 
planteamos descartar que los distintos grupos de pares de muestras pudieran ya presentar una 
microbiota inicial diferente. Para evaluar esto, comparamos la microbiota de la primera muestra 
de cada par de los distintos grupos. Con este fin, se realizó un análisis estadístico (aplicando un 
PCoA, para ver diferencias generales, así como el test Ancom2, para estudiar diferencias a nivel 
particular de los diferentes taxones bacterianos). Se realizaron dos comparaciones: el grupo 
control frente al grupo tratado con beta-lactámicos, por un lado; y el grupo control frente a los 
grupos tratados con piperacilina-tazobactámico y meropenem, por otro (en este caso se comparan 
tres grupos de muestras diferentes entre sí). Los resultados indican que no existen diferencias 
significativas a nivel global (Figura 4.1), ni diferencias significativas en ninguno de los niveles 
taxonómicos analizados entre las muestras pre-tratamiento pertenecientes a grupos diferentes. Por 
tanto, la microbiota inicial de cada grupo es similar y no se parte de un sesgo previo que pueda 
dar lugar a resultados no debidos al tratamiento antibiótico, derivando en conclusiones erróneas.  
 

 
Figura 4.1. Estudio de las diferencias en la microbiota a nivel global antes del tratamiento 
con beta-lactámicos. Se generó un PCoA de las muestras pre-tratamiento a partir de una 
matriz de disimilitud obtenida por el método Bray Curtis. No se detectaron diferencias 
significativas entre los grupos (p > 0,05), por lo que no se parte de una microbiota diferente. 
A) PCoA del grupo control vs el grupo beta. B) PCoA del grupo control vs los subgrupos 
mero y ptz. Los colores representan los diferentes grupos estudiados (grupo no beta en 
amarillo, grupo beta en azul; grupos ptz y mero en azul y verde, respectivamente). Cada 
punto es una muestra. 

 
Una vez comprobado que no existen diferencias iniciales entre los grupos de muestras, se 
procedió a estudiar las alteraciones en la microbiota causadas por el tratamiento antibiótico con 
beta-lactámicos. Primeramente, estudiamos si los antibióticos beta-lactámicos producían 
diferencias a nivel global en la microbiota. Para ello, se realizó un PCoA entre las muestras pre- 
y post-tratamiento, a partir de una matriz de disimilitud calculada mediante el método de Bray 
Curtis (Figura 4.2). Además, se aplicó el test PERMANOVA para estudiar se existían diferencias 
significativas entre ambos grupos de muestras. Como se aprecia en la Figura 4.2, a nivel global, 
no se detectaron diferencias significativas entre las muestras obtenidas antes y después del 
tratamiento (pre-beta, post-beta). A su vez, como era de esperar, no se observaron diferencias 
entre la primera muestra (pre-no-beta) y segunda muestra (post-no-beta) obtenidas de cada par de 
muestras en el grupo control. Aunque no se detectaron diferencias significativas a nivel general 
en la microbiota tras la administración de beta-lactámicos utilizando la distancia Bray-Curtis y el 
análisis PCoA, decidimos estudiar si existían diferencias significativas a nivel global en la 
diversidad y la riqueza de la microbiota en las muestras post-tratamiento con respecto a las 
muestras pre-tratamiento (Figura 4.3). La riqueza se mide con el nº de OTUs diferentes que hay 
en una muestra, mientras que la diversidad se mide con el índice de diversidad alfa Shannon, que 
tiene en cuenta el número de OTUs y la abundancia relativa de las mismas. Para el grupo tratado 
con beta-lactámicos, no se pudieron apreciar diferencias claras en la riqueza, aunque parece que 
esta tendía a disminuir. Sin embargo, se pudo observar que sí existían diferencias a nivel global 
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en la diversidad microbiana; esta se ve disminuida tras el tratamiento con antibióticos. En cuanto 
al grupo control, no se observaron diferencias significativas a nivel de riqueza ni de diversidad, 
aunque de nuevo se detectó una tendencia a la disminución del número de OTUs en la segunda 
muestra obtenida del par de muestras analizado. 
 

 
Figura 4.2. Estudio de las diferencias en la microbiota a nivel global tras el tratamiento 
con beta-lactámicos. Se generó un PCoA de las muestras pre- y post-tratamiento a partir 
de una matriz de disimilitud obtenida por el método Bray Curtis. No se detectaron 
diferencias significativas en ningún grupo (p > 0,05). A) PCoA del grupo de pacientes 
tratados con beta-lactámicos. B) PCoA del grupo control. Los colores representan los 
diferentes tiempos de cada par de muestras (pre en amarillo, post en azul). Cada punto es 
una muestra. 
 

 
Figura 4.3. Análisis de la riqueza y la diversidad microbiana. A) Riqueza de las muestras 
del grupo tratado con beta-lactámicos. B) Diversidad de las muestras del grupo tratado 
con beta-lactámicos. C) Riqueza de las muestras del grupo control. D) Diversidad de las 
muestras del grupo control. Los colores representan las medias para cada tiempo (pre en 
amarillo, post en azul). Cada punto es una muestra. Las muestras pertenecientes al mismo 
par están unidas por líneas. Los p-valores obtenidos con la prueba Wilcoxon se indican 
para cada una de las comparaciones realizadas. 

 
La disminución de la diversidad se ha asociado a patologías en el huésped, ya que genera un 
desequilibrio en la microbiota (Gasparrini et al., 2016). Esto concuerda con los resultados 
obtenidos por otros grupos, que indican que el tratamiento con antibióticos que presentan 



 

 18 

actividad contra microorganismos anaerobios, como son la piperacilina-tazobactámico y el 
meropenem, afectan a la microbiota intestinal disminuyendo su diversidad (Hayakawa et al., 
2011). Por ejemplo, el estudio de Rajagopala et al. (2016) observó que, en una cohorte de 
pacientes con ALL, la diversidad alfa se reducía significativamente tras el tratamiento con 
antibióticos que presentaban actividad anti-anaeróbica. Otros estudios, como el de Galloway-
Peña et al. (2017) y el de Panda et al. (2014) muestran esta misma reducción significativa de la 
microbiota intestinal a causa del tratamiento con carbapenémicos (como el meropenem) o beta-
lactámicos en general, respectivamente. Por el contrario, otros estudios no encontraron una 
relación significativa entre el tratamiento con antibióticos beta-lactámicos y la disminución de la 
diversidad alfa (Hakim et al., 2018), sino que esta reducción se atribuyó a la quimioterapia en sí, 
que afecta negativamente a la microbiota. Sin embargo, en el estudio de Hakim et al. (2018) todos 
los pacientes recibieron antibióticos, por lo que no se puede asegurar que el efecto de los mismos 
no se esté viendo enmascarado por la quimioterapia. Tampoco se encontró una relación directa 
en el estudio de Bai et al. (2017), donde atribuyeron la disrupción de la microbiota, y la 
consiguiente pérdida de diversidad alfa, únicamente al estado que provoca la ALL en el 
organismo; no obstante, sí observaron una pérdida de diversidad en la microbiota de intestinal de 
niños sanos causada por el tratamiento con antibióticos. Por otra parte, si bien es cierto que el 
tratamiento con quimioterapia o la leucemia pueden estar afectando a la microbiota, en nuestro 
estudio estos factores afectan por igual a los dos grupos analizados (beta y no beta): los pacientes 
de ambos grupos reciben quimioterapia y están diagnosticados con AML o ALL (Tabla 4.1). Por 
tanto, la única diferencia importante entre ellos es si reciben o no tratamiento con beta-lactámicos, 
lo cual nos lleva a pensar que los efectos observados en la microbiota intestinal se deben, en efecto, 
al tratamiento con estos antibióticos. Además, el hecho de que el análisis de la microbiota de 
ambos grupos antes del tratamiento con beta-lactámicos revelase que esta no era 
significativamente diferente entre sí (Figura 4.1), ni tampoco a nivel de diversidad o riqueza 
bacteriana (p > 0,05), indica que la alteración de la microbiota se está evaluando únicamente en 
base a la administración, o no, de antibióticos beta-lactámicos; es decir, no se tiene un sesgo 
previo que pueda conducir a conclusiones equivocadas. 

 
Puesto que a nivel global la diversidad microbiana se reduce de forma significativa tras el 
tratamiento con beta-lactámicos, se decidió evaluar en mayor profundidad las alteraciones 
producidas por el tratamiento beta-lactámico en grupos bacterianos concretos. Para ello, se 
estudiaron los cambios en la abundancia relativa en diferentes niveles taxonómicos. En primer 
lugar, se estudió la composición de la microbiota a nivel de filo. Como se puede observar, los 
resultados coinciden con la literatura relativa a este tema (Eckburg et al., 2005), pues los filos 
habitualmente más abundantes en la microbiota humana (Bacteroidetes, Firmicutes, 
Proteobacteria y Actinobacteria) aparecen reflejados en la microbiota de los pacientes analizados 
(Figura 4.4). En conjunto, estos resultados reflejan un aumento de la relación 
Bacteroidetes/Firmicutes (ya que hay más propoción de Bacteroidetes que de Firmicutes en la 
microbiota), lo cual concuerda con los resultados de Panda et al. (2014) observados en pacientes 
tratados con beta-lactámicos. Por otra parte, la proporción de Proteobacteria en los pacientes es 
más elevada de lo normal, ya que este filo suele ser minoritario; esto indica que en general la 
microbiota de los pacientes se halla en estado de disbiosis (Shin et al., 2015).  
 

 
Figura 4.4. Abundancia relativa de los filos bacterianos presentes en la microbiota de los 
pacientes. Los datos reflejan la media de la abundancia relativa de cada filo obtenida de 
todas las muestras de pacientes. Los colores diferencian cada filo. 
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Posteriormente, aplicamos el test Ancom2 para conocer si, tras el tratamiento con beta-lactámicos, 
se detectan diferencias significativas en algún filo. Curiosamente, se detectó una reducción 
significativa en la abundancia relativa del filo Proteobacteria tras el tratamiento con antibióticos 
beta-lactámicos (Figura 4.5); la abundancia relativa media disminuye a aproximadamente la 
mitad. Por el contrario, en el grupo control no se apreciaron diferencias significativas en los 
niveles del filo Proteobacteria. Puesto que el tratamiento con el conjunto de beta-lactámicos tiene 
un efecto significativo en los niveles de Proteobacteria, se decidió analizar cuál es el antibiótico 
que ejerce mayor influencia en el cambio producido. Este, como puede observarse en la Figura 
4.5, es la piperacilina-tazobactámico, ya que tras su administración se redujeron 
significativamente los niveles de Proteobacteria. En cambio, el meropenem tiene un impacto 
menor en la microbiota, pues, aunque sí muestra una tendencia a la reducción de este filo, no es 
significativa. Esta disminución indica que los antibióticos beta-lactámicos actuaron contra 
miembros del filo, lo cual concuerda con la literatura acerca de este tema (Jenq et al., 2015; 
Bhalodi et al., 2019). 
 

 
Figura 4.5. Comparación de la abundancia relativa del filo Proteobacteria en los diferentes 
grupos de muestras. Tanto la reducción a nivel global de Proteobacteria, debido al 
tratamiento con beta-lactámicos, como la causada por piperacilina-tazobactámico son 
significativas (p < 0,05).  A) Abundancia relativa de Proteobacteria en los pacientes 
tratados con beta-lactámicos. B) Abundancia relativa de Proteobacteria en el grupo control. 
C) Abundancia relativa de Proteobacteria en los pacientes tratados únicamente con 
piperacilina-tazobactámico. D) Abundancia relativa de Proteobacteria en los pacientes 
tratados únicamente con meropenem. Los colores representan las medias para cada tiempo 
(pre en amarillo, post en azul). Cada punto es una muestra. Las muestras pertenecientes al 
mismo par están unidas por líneas. Los p-valores obtenidos con la prueba Ancom se 
indican para cada una de las comparaciones realizadas. 

 
Una vez realizado el análisis a nivel de filo, se procedió a estudiar los efectos en la microbiota a 
nivel de género (el nivel taxonómico más avanzado que podemos alcanzar para la mayoría de 
secuencias utilizando la secuenciación masiva del 16s rRNA). De esta manera, se podría conocer 
en mayor profundidad cómo están afectando los antibióticos a la microbiota. Análogamente a lo 
realizado para los filos, primero se estudió qué géneros eran los más abundantes a nivel global en 
la microbiota (Figura 4.6). Los resultados confirmaron los obtenidos para la abundancia relativa 
de filos: se puede apreciar que los géneros más abundantes pertenecen al filo Bacteroidetes (el 
más prevalente), seguidos de los relativos al filo Firmicutes (el segundo más abundante) y 
Proteobacteria (el tercero más abundante). El único filo que no aparece representado a nivel de 
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género es Actinobacteria. Esto coincide con lo referido por otros estudios a este respecto (Weir 
et al., 2013; Rajopala et al., 2016). En especial, se sabe que Bacteroides es uno de los géneros 
más abundantes en la microbiota intestinal, al igual que varios de los géneros pertenecientes al 
cluster XIVa de Clostridium (Lloyd-Price et al., 2016), definido por Collins et al. (1994). 
Diversos estudios han demostrado que este grupo es uno de los más prevalentes en el intestino 
humano (Hong et al., 2011) así como en las heces (Harmsen et al., 2002). Dentro de este cluster, 
se encuentran diversos miembros de la familia Lachnospiraceae. 
 

 
Figura 4.6. Abundancia relativa de los géneros más prevalentes en la microbiota de los 
pacientes. Los géneros están agrupados en función al filo al que pertenecen. Se han tenido 
en cuenta todas las muestras de pacientes, independientemente del grupo al que pertenecen. 
La gráfica muestra la abundancia relativa media de cada uno de los géneros representados. 
Se ha tomado como más abundantes todos aquellos géneros con una abundancia relativa 
superior a 1%. La única excepción fue el género Dorea, que se añadió porque está 
significativamente alterado tras la administración de antibióticos, tal y como se detalla en 
la Figura 4.7. Los colores representan los filos, de forma que todos los géneros 
pertenecientes al mismo filo están dentro de la misma gama de color (verde; amarillo-rojo; 
azul; rosa). 

 
Más adelante, se analizó si alguno de estos géneros sufrió un cambio significativo tras el 
tratamiento con beta-lactámicos. Para ello, de nuevo se aplicó el análisis estadístico Ancom2 a 
las muestras (Figura 4.7). De esta manera, mientras que para el grupo control no se observó 
ninguna diferencia significativa, sí se pudo apreciar que los beta-lactámicos reducen de forma 
significativa varios géneros bacterianos, que estaban presentes entre los más abundantes: Dorea, 
Blautia y Roseburia (todos de la familia Lachnospiraceae), así como géneros que no pudieron 
ser clasificados pertenecientes a las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. La familia 
Lachnospiraceae está formada por bacterias anaerobias Gram positivas, y es muy abundante en 
el intestino humano adulto; sin embargo, se pierde rápidamente tras el tratamiento con antibióticos 
(David et al., 2014). Una reducción de la abundancia de esta familia se ha relacionado con un 
impacto negativo en la salud, ya que contribuye a la homeostasis intestinal del huésped (Lopetuso 
et al., 2013).  
 
Después de comprobar que el tratamiento con beta-lactámicos produce una reducción en la 
abundancia relativa de varios géneros, se procedió a estudiar el efecto de los antibióticos por 
separado (Figura 4.7). El tratamiento con meropenem no causó alteraciones notables en la 
microbiota, ya que ningún género aparecía significativamente alterado para esta condición. Por 
su parte, la piperacilina-tazobactámico sí genera un cambio apreciable en algunos de los géneros 
indicados para los beta-lactámicos en su conjunto: Dorea, Blautia y un género no clasificado de 
la familia Ruminococcaceae. Estos tres géneros se reducen de forma significativa tras el 
tratamiento, en todos los casos disminuyendo su abundancia relativa media a aproximadamente 
la mitad. Estos resultados concuerdan con los de Rajopala et al. (2016), quienes observaron que 
los pacientes con ALL (tratados con quimioterapia y antibióticos) sufrieron una reducción de 
todos los géneros indicados arriba a excepción de Dorea. De forma similar, Galloway-Peña et al. 
(2017) muestra que los pacientes diagnosticados con AML sufren una reducción significativa del 
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género Blautia tras el tratamiento con piperacilina-tazobactámico o con carbapenémicos (como 
el meropenem). Por otra parte, el estudio de Panda et al. (2016), aunque no se realizó en pacientes 
con leucemia, muestra que el tratamiento con piperacilina-tazobactámico provoca una 
disminución de los niveles de todos los microorganismos indicados en nuestro estudio. El hecho 
de que estos géneros, que son muy abundantes en el intestino humano sano, sufran una reducción 
significativa de su abundancia relativa tras el tratamiento con beta-lactámicos, indica que este 
tratamiento está afectando negativamente a la salud de la microbiota intestinal. Ello, a su vez, 
estaría dañando la salud del huésped, pues Blautia y Roseburia se consideran géneros protectores 
de la misma, debido a sus propiedades anti-inflamatorias y a que aumentan la cantidad de células 
T-reguladoras del sistema inmune (Atarashi et al., 2013; Jenq et al., 2015). 
 

 
Figura 4.7. Abundancia relativa de los géneros bacterianos reducidos de forma 
significativa tras el tratamiento con beta-lactámicos en general (A-E) y piperacilina-
tazobactámico (F-H). Los colores representan las medias para cada condición (pre-
tratamiento en amarillo, post-tratamiento en azul). Cada punto es una muestra. Las 
muestras pertenecientes al mismo par están unidas por líneas. Los p-valores obtenidos con 
la prueba Ancom se indican para cada una de las comparaciones realizadas. 

 
Es interesante indicar que los géneros significativamente disminuidos para los tratamientos 
antibióticos pertenecen al filo Firmicutes; no hay ningún género perteneciente a Proteobacteria 
cuyo cambio sea significativo, a pesar de que este es el filo que disminuyó significativamente tras 
la administración de beta-lactámicos. Por ello, se decidió estudiar si existía algún género de 
Proteobacteria que hubiera pasado el filtro de prevalencia (ver métodos) que se aplica para decidir 
si una bacteria es o no analizada por el test Ancom2. Este filtro de prevalencia se utiliza para no 
incluir en el análisis bacterias poco prevalentes que nos vayan a dificultar obtener un p-valor 
ajustado significativo. En general, se observó que casi ningún género de Proteobacteria supera el 
umbral, y los que sí que lo superan no sufren un cambio significativo. Sin embargo, para el grupo 
beta se observó una tendencia general a disminuir (tanto a nivel de beta-lactámicos en conjunto 
como a nivel de cada antibiótico por individual), lo cual concuerda con los resultados obtenidos 
a nivel de filo. Además, se pudo observar que en el grupo control, los géneros pertenecientes a 
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Proteobacteria muestran en general una tendencia a aumentar su abundancia relativa (aunque no 
de manera significativa). Esto, a su vez, refuerza los resultados que indican que el tratamiento con 
beta-lactámicos reduce la abundancia de Proteobacteria, pues en su ausencia (grupo control), esta 
se ve incrementada. Las tendencias de cada grupo a cambiar su abundancia relativa tras el 
tratamiento pueden observarse en la Tabla 4.2; estas se calculan con el log2FC. 
 

Tabla 4.2. Tendencia de los géneros pertenecientes al filo Proteobacteria a aumentar o 
disminuir tras el tratamiento con beta-lactámicos y en el grupo control.  

Grupo Género alterado Log2FC * Tendencia 
No beta (control) Enterobacteriaceae no clasificados 0,20 Aumenta 

Escherichia/Shigella 0,35 Aumenta 
Desulfovibrionaceae no clasificados -0,42 Disminuye 

Beta Escherichia/Shigella -3,35 Disminuye 
Desulfovibrio -0,24 Disminuye 
Desulfovibrionaceae no clasificados -0,94 Disminuye 
Sutterella -0,19 Disminuye 

Ptz Escherichia/Shigella -2,19 Disminuye 
Desulfovibrio -2,23 Disminuye 
Desulfovibrionaceae no clasificados -0,88 Disminuye 
Parasutterella -1,37 Disminuye 

Mero Escherichia/Shigella -4,19 Disminuye 
Desulfovibrionaceae no clasificados -1,02 Disminuye 
Sutterella 0,25 Aumenta 

* La tendencia de cambio en la abundancia relativa de cada género se evalúa calculando 
el log2FC. Un log2FC negativo indica que la abundancia relativa media post-tratamiento 
disminuye con respecto a la abundancia relativa media pre-tratamiento, y viceversa, si el 
log2FC es positivo, implica un aumento en la abundancia relativa media tras el 
tratamiento. 

 
Conocidos los géneros que están alterados significativamente por el tratamiento con beta-
lactámicos, se estudiaron cambios en la microbiota al nivel de OTUs. Los resultados del análisis 
estadístico demostraron que hay cuatro OTUs que presentan una abundancia relativa 
significativamente disminuida tras el tratamiento con los beta-lactámicos: Otu000025, 
Otu000032, Otu000047 y Otu000078 (Ancom2, p < 0,048; Tabla 4.3). Sin embargo, cuando se 
analizaron los dos antibióticos por separado, ninguno de ellos disminuyó significativamente las 
abundancias de estas OTUs (Tabla 4.3). Así pues, se estudió la tendencia a disminuir o aumentar 
de las OTUs para cada antibiótico por separado, con el fin de conocer si siguen la misma tendencia 
que los beta-lactámicos en su conjunto. Como se puede observar en la Tabla 4.3, no todas las 
OTUs siguen la misma tendencia; únicamente la Otu000078 sigue la tendencia general para 
ambos beta-lactámicos. La Otu000032 y la Otu000047 siguen la tendencia global solamente para 
el tratamiento con meropenem, mientras que la Otu000025 la sigue para el tratamiento con 
piperacilina-tazobactámico.  
 

Tabla 4.3. Comparación de la tendencia de las OTUs a aumentar o disminuir tras el 
tratamiento con beta-lactámicos.  

OTU Incremento 
en beta 

Incremento 
en ptz 

Misma 
tendencia que 
beta * 

Incremento 
en mero 

Misma 
tendencia que 
beta 

Otu000025 -0,5 -0,1 Sí +0,3 No 
Otu000032 +0,2 -0,6 No +2,2 Sí 
Otu000047 -0,8 +0,02 No -6,41 Sí 
Otu000078 -0,3 -0,05 Sí -0,5 Sí 

*Se indica si el cambio producido por ptz (piperacilina/tazobactámico) o mero 
(meropenem) sigue la misma tendencia que cuando se analizan el efecto de los beta-
lactámicos en conjunto.  
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Una vez se conocen las OTUs significativamente alteradas, se realizó un BLAST de sus 
secuencias para saber a qué especies pertenecen. Con ello se busca comprobar si las OTUs 
coinciden con los géneros significativamente alterados por el tratamiento con beta-lactámicos. 
Asimismo, se quería descubrir las especies alteradas para profundizar en el conocimiento de la 
microbiota afectada por los antibióticos, así como para clasificar los géneros que no han sido 
identificados en el análisis de géneros alterados. Para ello, se realizó un BLAST contra la base de 
datos de secuencias del gen 16S rRNA bacteriano de referencia (NCBI). El resultado se indica en 
la Tabla 4.4. Como era de esperar, las OTUs coinciden con algunos géneros bacterianos 
significativamente alterados (Blautia y Roseburia). Además, se consiguió identificar un género 
adicional perteneciente a la familia Lachnospiraceae: Kineothrix. Estos resultados coinciden con 
los de Kaysen et al. (2017) quien indicó que las OTUs reducidas tras el trasplante alogénico de 
células madre a pacientes con leucemia pertenecían a los géneros Blautia y Roseburia, entre otros. 
Blautia luti es una de las especies más detectadas en las heces humanas (Touyama et al., 2015). 
Por su parte, Roseburia se encuentra entre los microorganismos más abundantes del intestino 
grueso (Hatziioanou et al., 2013); este género está compuesto por cinco especies, entre ellas 
Roseburia faecis (Tamanai-Shacoori et al., 2017), disminuida significativamente en nuestro 
estudio. Tras averiguar a qué especies pertenecen las OTUs significativamente reducidas por el 
tratamiento con beta-lactámicos, se representaron los datos de su abundancia relativa (Figura 4.8). 
 

Tabla 4.4. Especies correspondientes a las OTUs disminuidas significativamente tras la 
administración de beta-lactámicos.  

OTU  Especie* 
Otu000025 Roseburia faecis 
Otu000032 Blautia caecimuris 
Otu000047 Kineothrix stercoris 
Otu000078 Blautia luti 

*Las especies se obtuvieron realizando un BLAST de las secuencias nucleotídicas de los 
OTUs, provenientes de la secuenciación de la región V3-V4 del gen 16S rRNA, contra la 
base de datos de secuencias del gen 16S rRNA de referencia. Se escogieron especies cuya 
identidad fuese de más del 99%, a excepción de Kineothrix (ver métodos). Todas las 
especies pertenecen a los géneros significativamente disminuidos por el tratamiento con 
beta-lactámicos. 
 

 
Figura 4.8. Abundancia relativa de las especies significativamente alteradas tras el 
tratamiento con beta-lactámicos. Estas especies se obtienen tras el alineamiento de las 
secuencias de OTUs contra la base de datos de 16S rRNA de referencia, utilizando la 
herramienta BLAST. Se puede observar que todas las especies sufren una disminución de 
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su abundancia relativa, lo cual concuerda con la reducción de los niveles de géneros 
bacterianos que se ha visto en los análisis anteriores. Los colores representan las medias 
para cada condición (pre-tratamiento en amarillo, post-tratamiento en azul). Los puntos 
representan la abundancia relativa en cada muestra. Las muestras pertenecientes al mismo 
par están unidas por líneas. Los p-valores obtenidos con la prueba Ancom se indican para 
cada una de las comparaciones realizadas. 
 

4.2. Análisis	metabolómico	
 
Tras analizar la abundancia de los taxones bacterianos, se realizó un estudio con datos de 
metabolómica. El objetivo era comprobar el efecto del tratamiento antibiótico en metabolitos 
derivados de la actividad de la microbiota. Asimismo, se intentó relacionar los datos genómicos 
(16S rRNA) con los datos metabolómicos, para conocer si alguna de las bacterias alteradas por el 
tratamiento antibiótico era la causa de la alteración de algún metabolito. Así, análogamente a lo 
realizado para las OTUs en el estudio de la composición microbiana, se comprobó que no existían 
diferencias a nivel global entre las muestras pre-tratamiento (test PERMANOVA, p > 0,05). Por 
tanto, no se parte de un sesgo que pueda llevar a conclusiones equivocadas sobre el efecto de los 
antibióticos beta-lactámicos en el metaboloma. Después, se estudiaron las diferencias a nivel 
global en el perfil metabólico de las muestras post-tratamiento respecto de las muestras pre-
tratamiento, con el fin de saber si el tratamiento antibiótico había provocado cambios 
significativos en este perfil. Se estudió el grupo tratado con beta-lactámicos y el grupo control. 
Para ello, se generó un PCoA aplicando el método de BrayCurtis a la matriz de disimilitud 
generada para las muestras pre- y post-tratamiento (Figura 4.9). Se puede observar que, a 
diferencia de lo que ocurre para el grupo control, las muestras que han recibido el tratamiento con 
antibióticos beta-lactámicos presentan diferencias significativas a nivel global de los metabolitos 
presentes.  
 

 
Figura 4.9. Estudio de las diferencias en los datos metabolómicos a nivel global tras el 
tratamiento con beta-lactámicos. Se generó un PCoA de las muestras pre- y post-
tratamiento a partir de una matriz de disimilitud obtenida por el método Bray Curtis. Las 
diferencias para el grupo tratado con beta-lactámicos son significativas (p < 0,05), al 
contrario que para el grupo control. A) PCoA del grupo de pacientes que recibió 
tratamiento con beta-lactámicos. B) PCoA del grupo control. Los colores representan los 
diferentes tiempos en los pares de muestras tomadas (pre en amarillo, post en azul). Cada 
punto es una muestra. 

 
El hecho de que existan diferencias significativas a nivel global en los metabolitos presentes en 
el intestino de los pacientes sugiere que la abundancia de algunos de ellos debe modificarse tras 
el tratamiento. Por tanto, se realizó un análisis de la abundancia relativa de cada uno de los 
metabolitos identificados (Figura 4.10). Los resultados obtenidos indican que hay cuatro 
metabolitos significativamente alterados tras el tratamiento con beta-lactámicos (test Wilcoxon, 
p < 0,05): ácido propiónico y ácido isovalérico (ácidos grasos de cadena corta; SCFAs por sus 
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siglas en inglés), ácido succínico (ácido orgánico) e isoleucina (aminoácido). Todos ellos sufren 
una reducción de sus niveles a excepción del ácido succínico, que aumenta tras el tratamiento. 
Después de conocer el efecto a nivel global del tratamiento con beta-lactámicos, se estudia a 
mayor profundidad cada antibiótico, con el fin de averiguar si provocan el mismo resultado que 
el tratamiento conjunto. Se realizó un análisis estadístico de las muestras tratadas con piperacilina-
tazobactámico (Figura 4.10); este indica que hay dos SCFAs cuya abundancia se ve alterada por 
el tratamiento antibiótico: ácido isovalérico y ácido acético, los cuales sufren una reducción 
significativa de sus niveles tras el tratamiento. Hay que destacar que el ácido acético (que también 
es un SCFA), si bien no presenta una reducción significativa para el tratamiento con beta-
lactámicos (p = 0,07), sí tiene una tendencia global a disminuir (log2FC = -0,36). De igual manera, 
el ácido succínico, el propiónico y la isoleucina mantienen para el grupo ptz la misma tendencia 
que para el grupo beta: el primero aumenta tras el tratamiento con piperacilina-tazobactámico 
(log2FC = 0,96) y los otros dos disminuyen (log2FC = -0,37 y log2FC = -0,27 respectivamente). 
Por su parte, el tratamiento con meropenem no aportó resultados significativos. Sin embargo, es 
importante añadir que los metabolitos indicados en la Figura 4.10 siguen la misma tendencia 
global a disminuir o aumentar tras el tratamiento con meropenem (ácido propiónico, log2FC = -
0,73; ácido isovalérico, log2FC = -0,24). Por el contrario, el ácido acético incrementa su 
abundancia relativa tras el tratamiento con meropenem (log2FC  =  0,08), lo cual podría explicar 
por qué este metabolito no es significativo para el tratamiento con beta-lactámicos en conjunto 
(la piperacilina-tazobactámico provoca su disminución, al contrario que el meropenem). 
 

 
Figura 4.10. Abundancia relativa de los metabolitos significativamente alterados tras el 
tratamiento con beta-lactámicos (A-D) y piperacilina-tazobactámico (E, F). El único 
metabolito en el que coinciden ambos grupos es el ácido isovalérico; sin embargo, el resto 
de metabolitos siguen la misma tendencia para ambos grupos, aunque no sea significativa. 
Como el meropenem no aportó resultados significativos, no se muestra en la gráfica. Los 
colores representan las medias para cada condición (pre-tratamiento en amarillo, post-
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tratamiento en azul). Los puntos representan la abundancia relativa en cada muestra. Las 
muestras pertenecientes al mismo par están unidas por líneas. Los p-valores obtenidos con 
la prueba Wilcoxon se indican para cada una de las comparaciones realizadas.  
*Ile: isoleucina 

 
Una vez comprobado que el tratamiento con antibióticos beta-lactámicos afecta a metabolitos 
derivados de la actividad bacteriana, se realizó una correlación entre todos los metabolitos y 
géneros bacterianos. El objetivo era estudiar si existía alguna relación entre la alteración 
bacteriana y la alteración en la producción de metabolitos. En cuanto al resultado de la correlación, 
se escogieron los resultados de correlación entre los géneros más abundantes (indicados en la 
Figura 4.6) y los metabolitos cuya abundancia cambiaba con el tratamiento antibiótico (indicados 
en la Figura 4.10). Las correlaciones significativas obtenidas se muestran en un heatmap (Figura 
4.11). En rojo se muestran correlaciones positivas y en azul correlaciones negativas, lo que nos 
permite ver fácilmente qué bacterias correlacionan con qué metabolitos. Como se puede observar 
en la gráfica, existe una correlación positiva entre Dorea y la producción de isovalérico, acético 
e isoleucina; por tanto, es lógico que la disminución de este género, causada por el tratamiento 
beta-lactámico, provoque a su vez una disminución en los niveles de estos metabolitos, pues 
disminuye su producción. Lo mismo ocurre para el resto de géneros significativamente reducidos: 
Blautia, Roseburia (que además es la única que se correlaciona positivamente con el ácido 
propiónico) y Lachnospiraceae y Ruminococcaceae no clasificados. Todos ellos correlacionan 
positivamente con los ácidos grasos de cadena corta y el aminoácido isoleucina, lo cual es 
coherente con la disminución patente de ambos (géneros y metabolitos) tras el tratamiento con 
antibióticos beta-lactámicos. El coeficiente de correlación Spearman de Dorea, Blautia y 
Roseburia, para todos los SCFAs, adoptó valores entre 0,3 y 0,44, con un p < 1e-05. Por otra 
parte, el ácido succínico mantiene una correlación negativa con los géneros bacterianos de interés; 
esto explica que sea el único metabolito cuyos niveles aumentan significativamente tras el 
tratamiento antibiótico. En este caso, el coeficiente de correlación Spearman de Dorea, Blautia y 
Roseburia adoptó valores entre -0,2 y -0,25, con un p < 0,007. Se puede apreciar que los géneros 
disminuidos significativamente por el tratamiento con beta-lactámicos son los mismos que 
mantienen correlaciones significativas con la abundancia relativa de los metabolitos. En cambio, 
el resto de géneros que son abundantes en la microbiota, pero que no se reducen 
significativamente con el tratamiento, no presentan correlaciones importantes; la única excepción 
es Oscillibacter. Esto sugiere que, efectivamente, los beta-lactámicos afectan a ciertos géneros de 
la microbiota y consecuentemente a los metabolitos que estos géneros producen. 
 
Los SCFAs (como el acético, propiónico e isovalérico) son ácidos débiles de entre dos y cinco 
carbonos, producidos por la microbiota del colon a partir de la fermentación de polisacáridos 
complejos (Canani et al., 2011). La reducción de SCFAs es crucial, ya que estos ácidos son muy 
importantes para la salud del huésped: aportan energía a los colonocitos o células del colon 
(Hamer et al., 2008); tienen propiedades antiinflamatorias (Atarashi et al., 2013); modulan el 
sistema inmune promoviendo la proliferación y diferenciación de las células T-reguladoras 
(Furusawa et al., 2013); y, finalmente, promueven la integridad de la barrera intestinal (Peng et 
al., 2009). Los microorganismos productores de SCFAs son bacterias anaerobias Gram positivas, 
que habitan en el colon (Canani et al., 2011); entre otros, se distinguen Blautia spp. y Roseburia 
spp. Por ejemplo, R. inulinivorans y B. obeum producen propionato (Louis y Flint, 2017). Es por 
ello que varios estudios han relacionado la disrupción de la microbiota por el tratamiento con 
antibióticos beta-lactámicos y la pérdida de estos géneros con una disminución de la abundancia 
de SCFAs en colon (Hayakawa et al., 2011; Tamanai-Shacoori et al., 2017). Esto se corresponde 
con los resultados de nuestro estudio, donde vemos que la reducción de Blautia y Roseburia se 
correlaciona con una disminución significativa de los niveles de acetato, propionato e isovalerato 
(p < 1e-05). También observamos esta correlación con el género Dorea; aunque este no es un 
género muy abundante en la microbiota colónica, otros estudios lo han relacionado también con 
la producción de SCFAs (Piper et al., 2017). 
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Figura 4.11. Heatmap de la correlación entre los géneros bacterianos más abundantes y 
los metabolitos significativamente disminuidos por el tratamiento con beta-lactámicos. La 
escala de color está indicada a la derecha del gráfico. Se observa una correlación positiva 
entre los géneros disminuidos significativamente y todos los metabolitos, a excepción del 
ácido succínico. Éste presenta una correlación negativa con los géneros de interés, lo cual 
explica que sea el único metabolito que aumenta tras el tratamiento con beta-lactámicos.  

 
Por otra parte, la depleción de Firmicutes como Blautia y Roseburia, y la consiguiente reducción 
en SCFAs, se ha relacionado con el desarrollo de EICH en pacientes y la colonización intestinal 
por patógenos, lo cual, a su vez, provoca una mayor mortalidad entre estos pacientes. Esto es 
interesante ya que, en nuestro estudio, los pacientes desarrollaron infecciones que hubo que tratar 
con antibióticos; además, algunos de los pacientes que reciben un trasplante de células madre 
desarrollan EICH, lo cual pone en grave riesgo su vida. Ello hace suponer que la recuperación de 
la microbiota intestinal, así como la administración de SCFAs, mejora la supervivencia de los 
pacientes. Un ejemplo es el estudio de Fukuda et al. (2011), donde se mostró que el acetato 
prevenía la colonización por E. coli O157:H7, mediante transportadores de carbohidratos. Otro 
ejemplo de la protección del acetato frente a la colonización por enterobacterias es el estudio de 
Sorbara et al. (2019), donde observan que la producción de acetato impide la colonización por 
patógenos de la familia Enterobacteriaceae, debido a la acidificación del lumen colónico (el 
acetato disminuye el pH). Esto mismo fue observado por Jacobson et al. (2018) en relación al 
propionato. En nuestro estudio tanto el acetato como el propionato fueron significativamente 
reducidos por la piperacilina-tazobactámico o los beta-lactámicos en general –respectivamente-, 
lo cual podría explicar por qué estos pacientes desarrollan infecciones. En cuanto al desarrollo de 
EICH, Jenq et al. (2015) demostró que la presencia de Blautia en el intestino promueve una menor 
mortalidad frente al desarrollo de EICH, probablemente debido a sus propiedades 
antiinflamatorias. Nosotros hemos identificado que el tratamiento con beta-lactámicos reduce los 
niveles de Blautia. Será interesante por tanto estudiar si los pacientes donde se redujeron los 
niveles de Blautia fueron los que desarrollaron EICH. Por otro lado, en este estudio el único 
metabolito que sufrió un incremento significativo tras el tratamiento con beta-lactámicos fue el 
succinato. Este ácido orgánico es producido por la microbiota, y se ha asociado con multitud de 
procesos en el huésped, como la regulación de la gluconeogénesis intestinal (De Vadder et al., 
2016) o la regulación de la inflamación intestinal (Connors et al., 2019). El succinato es producido 
sobre todo por bacterias del filo Bacteroidetes, así como por algunas del filo Firmicutes, bien 
como producto final de la fermentación, bien como metabolito intermediario en la producción de 
propionato. Por ejemplo, es producido por miembros de la familia Prevotellaceae (como el género 
Paraprevotella, uno de los más abundantes en la microbiota de los pacientes de este estudio) o de 
la clase Negativicutes (como el género Phascolarctobacterium, también entre los más 
abundantes) (Louis et al., 2014; Kovatcheva-Datchary et al., 2015). La explicación de por qué 
este ácido se encuentra significativamente incrementado tras el tratamiento con beta-lactámicos 
puede radicar en el hecho de que las bacterias que lo producen no solo son de las más abundantes 
en la microbiota, sino que además no se ven afectadas por el tratamiento con beta-lactámicos. Es 
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posible por tanto que la reducción de bacterias que compiten por los mismos nutrientes permita a 
las productoras de succinato presentar una mayor actividad y por tanto una mayor producción de 
succinato. Alternativamente, es posible que alguna de las bacterias que consumen succinato haya 
sido eliminada por el tratamiento beta-lactámico y por ello el succinato aumente.  
 
4.3. Análisis	metagenómico	y	metaproteómico	
 
Finalmente, se realizó un estudio con los datos obtenidos por metagenómica y metaproteómica. 
El objeto del mismo es relacionar la alteración en los genes codificados con la alteración en la 
expresión proteica, de manera que se pueda saber qué funciones génicas se ven afectadas tras el 
tratamiento con los antibióticos beta-lactámicos. Dicho análisis se realizó tras identificar los genes 
codificados por bacterias de la microbiota y proteínas expresadas, tal y como se describe en 
material y métodos. Posteriormente se asignó una función bacteriana a cada gen o proteína 
mediante la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). En total se 
detectaron 6498 genes ortólogos (KOs) en el set de datos metagenómico y 550 genes ortólogos 
expresados en el set de datos metaproteómico. Posteriormente, se aplicó un análisis estadístico a 
ambos sets de datos (metagenómica y metaproteómica). Principalmente se detectaron cambios 
significativos a nivel proteico, pero no a nivel metagenómico (test Ancom, p < 0,05). En la Figura 
4.12 se muestran los KOs a nivel proteico detectados.  
 

 
Figura 4.12. KOs a nivel de proteína, cuyo cambio tras el tratamiento con beta-lactámicos 
es significativo (p < 0,05). La magnitud de cambio se mide con el log2FC. A) Proteínas 
cuya tendencia a cambiar es igual que la de sus genes correspondientes en el set de 
metagenómica. B) Proteínas cuya tendencia a cambiar es diferente de la de sus genes 
correspondientes en el set de metagenómica. Los colores simbolizan si los niveles de cada 
proteína aumentan (rojo) o disminuyen (azul), y la longitud de las barras indica en qué 
proporción (log2FC). 

 
A pesar de que a nivel metagenómico no se detectaron diferencias significativas, decidimos 
analizar si la tendencia detectada a nivel proteico (disminución/aumento) también se observaba a 
nivel genético. En la Figura 4.12A se muestran aquellos KEGG Orthologs (KOs) que seguían la 
misma tendencia a nivel proteico y genético, lo que sugiere que el antibiótico produce una 
disminución del número de genes que codifican para ese KO y consecuentemente se reducen las 
proteínas derivadas de dichos genes. En la Figura 4.12B se muestran aquellos KOs que no 
presentan la misma tendencia a nivel proteico o genético. En este caso es posible que el 
tratamiento beta-lactámico afecte directamente a la expresión proteica por parte de la bacteria.  
 
En el caso de las proteínas cuyo cambio seguía la misma tendencia que la de sus genes 
correspondientes (Figura 4.12A), se puede apreciar que el tratamiento con antibióticos beta-
lactámicos redujo la expresión proteica relacionada con el metabolismo de producción de energía 
(glicólisis/gluconeogénesis) y compuestos estructurales (metabolismo del nitrógeno; 
metabolismo de aminoácidos; metabolismo de nucleótidos): K03594, K00262, K02117, K02111, 
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K01492, K01270, K00895, K18785 y K00609. También se redujeron los niveles de KOs 
relacionados con el procesamiento de la información génetica: K03043 y K02890.  En concreto, 
las proteínas disminuidas fueron enzimas (RNA polimerasa, glutamato dehidrogenasa, 
formiltransferasa, dipeptidasa D, fosfofructoquinasa, fosforilasa y aspartato carbamoiltransferasa, 
ATPasas). Como se puede apreciar en la figura 4.13, tanto ptz como meropenem produjeron 
cambios similares en la expresión de estos KOs a nivel proteico.   
 

 
Figura 4.13. Diagrama de cambio en los niveles de los KOs significativamente alterados 
por el tratamiento beta-lactámico. Se muestran aquellos KOs cuya alteración a nivel de 
metaproteómica es significativa, y además su tendencia a aumentar o disminuir coincide 
con los datos de metagenómica.  A) Proteínas del grupo beta. B) Proteínas del grupo ptz. 
C) Proteínas del grupo mero. Las funciones génicas están indicadas al lado de cada KEGG. 
A nivel global, el tratamiento con antibióticos beta-lactámicos parece reducir la expresión 
génica relacionada con el metabolismo energético y de producción de compuestos 
estructurales, así como el procesamiento de la información genética.  

 
Estos resultados concuerdan con los de Sorbara et al. (2020), que indicaban que una gran 
proporción de los KOs identificados en todos los miembros de la familia Lachnospiraceae 
(disminuida tras el tratamiento beta-lactámico) compartían las rutas de metabolismo del nitrógeno 
y glicólisis/gluconeogénesis; además, aproximadamente el 30% de los genes que compartían 
todos los miembros de esta familia se relacionaron con el procesamiento de la información 
genética. Asimismo, identificaron algunos miembros de la familia Lachnospiraceae que 
contribuían al metabolismo del almidón, sacarosa, fructosa y manosa. En nuestro caso, esto último 
se atribuyó a la enzima pfp (fosfofructoquinasa dependiente de difosfato, K00895), así como a 
mp2 (beta-1,4-manooligosacárido/beta-1,4-manosil-N-acetilglucosamina fosforilasa, K18785), 
ambas disminuidas tras el tratamiento antibiótico. Por otro lado, en nuestro estudio tan solo se 
encontraron dos funciones aumentadas significativamente tras el tratamiento con beta-lactámicos. 
Una de ellas fue la bacterioferritina (K03594). Esta proteína, que suele estar codificada por 
bacterias del filo Proteobacteria, participa en la adquisición y el almacenamiento de hierro, ya que 
es capaz de unirlo a su núcleo (Vashist et al., 2010). Además, puede actuar como un factor de 
virulencia, permitiendo que las bacterias sobrevivan en el huésped. Así pues, el aumento 
significativo de los niveles de esta proteína podría estar relacionado con la presencia de bacterias 
patógenas o resistentes al tratamiento antibiótico del filo Proteobacteria, cuyo rápido crecimiento 
y metabolismo depende de la adquisición de hierro del ambiente intestinal. Ello quizá podría 
explicar por qué el meropenem, el cual no causó una disminución significativa en el filo 
Proteobacteria (varios de cuyos miembros son patógenos o patógenos oportunistas), presenta un 
aumento pronunciado de bacterioferritina; por el contrario, la piperacilina-tazobactámico, el cual 
sí generó una reducción significativa del filo Proteobacteria, muestra una reducción en los niveles 
de esta proteína.  
 
Cabe destacar que el tratamiento con beta-lactámicos también produjo una inhibición de la 
síntesis de algunas KOs a nivel proteico sin afectar de la misma manera a la abundancia de dichos 
KOs a nivel génetico (Fig. 4.13 B y C). Este resultado es sorprendente ya que el mecanismo de 
acción de los beta-lactámicos no es a través de la inhibición de la síntesis proteica, sino a través 
de la inhibición de la síntesis de la pared celular. Es posible que la disminución de la síntesis de 
diversas proteínas se deba a la alteración que produce el beta-lactámico en la bacteria, ya que 
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induce la respuesta SOS (Miller et al., 2004). Esta respuesta disminuye de manera transitoria la 
división celular, lo que permite la supervivencia de la bacteria. Es curioso que varias de las 
proteínas más afectadas correspondan a aquellas que forman parte de los ribosomas. Es posible 
que en esas condiciones de estrés y parada de la división celular se disminuya en general la síntesis 
proteica, y por tanto no sea necesario un número tan elevado de ribosomas.  
 
Por último, se ha de comentar que a lo largo de este estudio se han observado diferencias entre 
los resultados del tratamiento con piperacilina-tazobactámico y meropenem. En general, parece 
que la piperacilina-tazobactámico es la única que generó cambios pronunciados en la microbiota, 
pues sus resultados son los únicos significativos. En cambio, el meropenem, pese a mostrar una 
tendencia similar a la de la piperacilina-tazobactámico, no provocó alteraciones estadísticamente 
significativas. Esto, a priori, parece carecer de sentido ya que el meropenem, en tanto que 
carbapenémico, tiene un espectro de acción antimicrobiana más amplio que el de la piperacilina-
tazobactámico (Jorgensen et al., 2018); además, varios estudios han demostrado que este afecta 
negativamente a la microbiota anaerobia (Sullivan et al., 2001; Gibson et al., 2016). La razón 
detrás de esta falta de resultados significativos podría ser el bajo número de pares de muestras de 
pacientes que han recibido meropenem (N = 7), que además es menor que el de la piperacilina-
tazobactámico (N=11); esto disminuye la potencia estadística. Ello explicaría por qué, para varios 
de los análisis realizados (filo, metabolitos), los resultados del tratamiento con meropenem 
muestran la misma tendencia que los de la piperacilina-tazobactámico pese a no ser significativos. 
De hecho, este puede ser también el caso de la piperacilina-tazobactámico, pues en algunos de 
los análisis tampoco presentaba resultados significativos pese a seguir la tendencia que los beta-
lactámicos en general. No obstante, el meropenem no siempre se comporta igual que el ptz, por 
lo que tampoco se puede asegurar que ambos antibióticos estén afectando por igual a la microbiota 
intestinal. Es más, otra explicación para la falta de resultados significativos podría estar 
relacionada con la farmacocinética de ambos antibióticos, ya que la excreción biliar de la 
piperacilina es mayor que la del meropenem. En concreto, la piperacilina puede llegar a excretarse 
en un 10-20% en las heces (Starlin, 2005); sin embargo, el meropenem solo se excreta en un 2% 
(AEMPS). Esta diferencia podría explicar el menor efecto que parece tener el meropenem sobre 
la microbiota intestinal, ya que la estaría alcanzando una menor concentración intestinal que la 
piperacilina. 

5. Conclusiones	
 
1.  El tratamiento con antibióticos beta-lactámicos en pacientes con leucemia aguda provoca una 
disminución significativa de la diversidad microbiana.  
 
2. El tratamiento con beta-lactámicos produce una reducción de géneros pertenecientes al filo 
Firmicutes: Blautia, Roseburia y Dorea 
 
3. La reducción de dichos géneros viene acompañada de una disminución de los ácidos isovalérico, 
propiónico y acético, así como de un incremento del ácido succínico. 
 
4. El tratamiento con beta-lactámicos produce una reducción en la expresión proteica de varios 
KOs relacionados con el metabolismo energético, el metabolismo de producción de componentes 
estructurales, y el procesamiento de la información genética. 
 
5. En general se observan cambios similares en el microbioma inducidos por piperacilina-
tazobactámico y meropenem, aunque únicamente son significativos los cambios producidos por 
piperacilina-tazobactámico. 
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6. Limitaciones	del	estudio	
 
En cuanto a las limitaciones de este estudio, los resultados deberían ser validados utilizando una 
muestra más grande de pacientes y de muestras fecales, para garantizar la validez estadística de 
los resultados. Además, los resultados podrían estar influenciados por otros factores, como el sexo 
de los pacientes, que no se han tenido en cuenta en este estudio. Por tanto, sería recomendable 
realizar un posterior análisis multivariante atendiendo a estos otros factores, además de al 
tratamiento antibiótico, para confirmar que el efecto observado es debido principalmente al 
antibiótico y no a otros factores. 
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Anexo	1	
 
Glosario	de	términos	estadísticos	
 
Bray Curtis: es un método estadístico, muy utilizado en ecología, que cuantifica la disimilitud 
entre dos muestras (u otros datos) diferentes, generando así una matriz de disimilitud o de 
distancia. La distancia Bray-Curtis hace referencia a la diferencia en la abundancia relativa de 
una especie (u otro nivel taxonómico) que existe entre dos muestras. Esta distancia toma valores 
que van del 0 al 1; así, la comparación de dos muestras idénticas dará un valor de 0, mientras que 
la de las dos muestras más diferentes dará 1. (Bray y Curtis, 1957; Espinosa, 2019). 
 
Matriz de disimilitud o matriz de distancia: es una matriz de datos simétrica (mismo número 
de columnas que de filas) que compara un conjunto de muestras entre sí. La disimilitud indica 
cómo de diferentes son las muestras entre sí, devolviendo un valor para la comparación de cada 
muestra con respecto a las demás. Generalmente, la disimilitud se mide del 0 al 1, siendo 0 la 
distancia entre dos muestras idénticas, y 1 la distancia entre dos muestras completamente 
diferentes (Demey et al., 2011).  
 
Normalización: transformación de los datos con el objetivo de corregir la forma de distribución 
de sus variables, obteniéndose así varianzas homogéneas para todas las variables. Estas 
condiciones permiten que los análisis multivariantes funcionen mejor (Ramette, 2007). 
 
PCoA: el método de PCoA fue descrito por Gower (1966). Es un tipo de análisis de ordenación 
(es decir, que resume y proyecta un conjunto de datos multivariantes de una comunidad en el 
espacio dimensional o tridimensional). Se aplica a datos ya normalizados, para visualizar 
tendencias globales de cómo de similares o diferentes son las poblaciones bacterianas en ciertos 
tipos de muestras (p.e. pre- vs post-tratamiento). Esto permite visualizar fácilmente las diferencias 
entre los datos, así como agrupar las muestras en función de su similitud en composición 
bacteriana (Weiss et al., 2017). La ventaja de utilizar un PCoA en lugar de un PCA es que este 
último se basa en distancia euclidiana, la cual se ve muy afectada cuando los datos tienen una 
gran cantidad de ceros, como es el caso de los datos de abundancia bacteriana. Por el contrario, 
el PCoA no se ve afectado por este exceso de ceros, lo cual lo convierte en un análisis de 
ordenación mucho más fiable que el PCA en lo que respecta a los análisis de la microbiota u otras 
comunidades bacterianas. 

	


