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Produccion Cientifica

Exploring the Gut Microbiome of Pregnant and Lactating
Women from Antioquia-Colombia for Potential Biotherapeutics
Enhancers of Choline Metabolism

Laura Sierra-Zapata,! Laura Gémez-Mesa,! Maria Cadavid-
Velez,' Sara Londofio Osorio,' and Verénica Abad Londofno*

'EAFIT University; and *Abad Laboratorio

Objectives: To characterize the gut microbiome and build a
collection of strains capable of metabolizing a specific dietary source
rich in choline, from pregnant and lactating women of the region of
Antioquia, Colombia

Methods: Fecal and blood samples were simultaneously collected
from volunteers. Microbial cells were anaerobically isolated from fecal
samples in an Egg Based Selective (EBS) medium, incubating at 37°C
for 7 days. Afterwards, the colony-forming units per gram of fecal
sample (CFU/g) were calculated for each volunteer, as the total biomass
of culturable microorganisms capable of metabolizing a nutritional
source rich in choline. Each bacterial morphology purified in EBS
medium and Brain Heart Infusion (BHI) medium was cryopreserved at
~80°C. Additionally, blood samples were analyzed by Abad Laboratorio
obtaining the lipid profile of each volunteer. Data of CFU/g were
analyzed using a non-parametric test. Correlation matrices of the total

SLEP2022+ACCEP

Re-encounter and update on pediatric endocrinology

Nutritional Microbiology/Microbiome 1181

biomass and the physiological state of the volunteers, each of them with
the lipid profile values, were performed in R software.

Results: Nineteen bacterial morphologies have been isolated,
creating the first entries of the strains bank of choline metabolizing
microorganisms. Total biomass values were between 1.89E + 08 and
2.10E + 10 CFU/g (& 6.96E + 09) and the Kruskal-Wallis test of total
biomass in CFU/g denotes statistical significance among volunteers
(P = 0,04). Besides, a significant correlation between the physiological
state of volunteers and HDL was found, meaning that the lipid profile
is affected during pregnancy and postpartum, as is widely recognized.
Nevertheless, a non-previously reported correlation between total
cholesterol, LDL and triglycerides with the total culturable choline-
metabolizing microbial biomass from pregnant and lactating women
was also found.

Conclusions: Total biomass of culturable choline-metabolizing
microbiota is significantly variable among individuals and results
suggest it being independent of the physiological state. Lactating and
pregnancy states have an impact in the lipid profile, as has been
previously reported. However, a novel finding in this study is that
culturable microorganisms capable of metabolizing a nutritional source
rich in choline as egg, impact the components of the lipidic profile.

Funding Sources: Universidad EAFIT Abad Laboratorio.

Exploration of The Culturable Gut Microbiota, Involved in The Metabolism of a
Dietary Source Rich in Choline, from Pregnant and Breastfeeding Women of a
Pilot Cohort in Colombia: pote&tial Eioljcherapeutics enhancers of Choline

etabolism

! Abad Laboratorio, Medellin, Colombia
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Gut microbiota of pregnant and lactating women from Colombia: a study towards the

development of novel biotherapeutics derived from choline metabolism for perinatal nutrition
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Desarrollo de Producto

Numero de 62
voluntarios

ALISTAMIENTO BIOMATEST
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Desarrollo de Producto

ACTA DE REUNION ENTREGA SECRETOS

EAFIT
e — LUGAR FECHA | HORA INICIO | HORA FIN
Teams 16/12/2022 8:00 am 8:54 am
ASISTENTES

NOMBRE CARGO

1. Melissa Londono Avila Jefe de transferencia de tecnologia (E)

2. Maria Paula Perez Gomez Abogada secretaria general

3. Laura Sierra Zapata Inventora

ORDEN DEL DIA

Justificacion del secreto industrial.

Entrega del secreto industrial.

Verificacion del secreto industrial por parte del Lider de Transferencia.

Entrega del contrato de cesion de derechos y firma del acuerdo de confidencialidad.

Sl Bl R [

de la secretaria general.

Custodia del Secreto Industrial e ingreso al servidor intemo de la Universidad por parte

TEMAS TRATADOS

RESULTADOS

1 | Industrial

Justificacion del

Secreto

El problema que soluciona la invencion es la
disponibilidad de herramientas para un diagnéstico
individualizado, personalizado, o de precision del
estado de salud y metabdlico de un individuo para la
prevencion de Enfermedades No Transmisibles
(ENTs);en este caso desde la optica de Ilas
comunidades microbianas intestinales. Es una
herramienta que entrega informaciéon del metabolismo
que ayuda a solucionar y llegar a la causa de uno o
varios de los siguientes padecimientos que puede

presentar el cliente, de origen metabdlico e inclusive
ntrne infarrinens talae rnmn dechalances metabdlicos.

6
ABAD

LABORATORIO

EMPIEZA POR LOS RESULTADDS

CONVENIO PARA LA ALIANZA COMERCIAL DE PRESTACION DE SERVICIOS
DE LABORATORIO CLINICO DE REFERENCIA, CELEBRADO ENTRE
ASTROLAB SAAS Y LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA S.AS.

Entre LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA S.AS., identificado con NIT: §90922028-
1. entidad domiciliada en la ciudad de Medellin, en la direccion Carrera 48 12 SUR 70 legalmente
constituida, y quicn en este convenio s¢ denominara (“EL CONTRATANTEY), legalmente
representado por CAMILO ALBERTO ABAD LONDONO mayor de edad y vecino de
Medellin  identificado con cédula de ciudadania No. 98.546.721; y. ASTROLAB
BIOTECNOLOGIA S.AS.. identificada con NIT: 901672137-1, entidad domiciliada en la
ciudad de Medellin, en la direccion Carrera 29 ¢ #16 ¢ sur — 55 Apto 302 Codigo postal 050022
legalmente constituida, representada legalmente por LAURA SIERRA ZAPATA, identificada
con cédula de ciudadania No. 1.037.572.584 quien se denominara ("EL CONTRATISTA"),
acordamos cclebrar el siguiente Convenio para la Alianza Comercial de prestacion de servicios
de Laboratorio Clinico de Referencia (“Convenio™), regulado por las siguientes clausulas:

PRIMERA: OBJETO DEL CONVENIO: EL CONTRATISTA prestara a EL
CONTRATANTE ¢l servicio de Laboratorio Clinico de Referencia denominado BiomaTest
(“Biomatest™), o (“Servicios”). Las muestras scran procesadas y tratadas de acuerdo con el
cronograma de montajes y procesamientos del CONTRATISTA.

PARAGRAFO 1°: ¢l servicio prestado por EL CONTRATISTA consiste en realizar un estudio
exhaustivo sobre la microbiota de los pacientes del CONTRATANTE. Para ¢l desarrollo de este
analisis sc aplicaran algoritmos predictivos, especialmente a los datos del microbiota intestinal
segmentados o parametrizados por grupo ctarios, condiciones de salud, tipo de alimentacion ¢
IMC. Finalmente, sc claborara un informe final del estudio adelantado por EL CONTRATISTA.
con cl fin de que un profesional de la salud dicte las recomendaciones meédicas pertinentes.
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E) Astrolab

Constitucion de
ASTROLAB BIOTECNOLOGIA

Ensayos y analisis técnicos

El Codigo CIIU 7120 Sl incluye

Este codigo, establecido por la Camara de Comercio y la DIAN, el cual incorpora las siguientes actividades:

Las actividades de investigaciones y desarrollo experimental en el campo de las ciencias naturales y la
ingenieria en ciencias naturales, ingenieria y tecnologiag, ciencias médicas, biotecnologiqg, ciencias agropecuarias y

aquellas de cardcter interdisciplinario, centrados especialmente en ciencias naturales e ingenieria.
Las investigaciones para obtener nuevas variedades de semillas o modificar las existentes.

Las actividades de investigacion y desarrollo de productos farmacéuticos (incluidos los de biotecnologia).
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Variables evaluadas



I Bioma

Taxonomia bacteriana (Dominio|Filo|Clase|Orden|Familia|Género|Especie)

Abundancia relativa de los filos mas representativos de la microbiota intestinal: Firmicutes,
Bacteroidota, Actinobacteriota, Proteobacteria, Verrucromicrobiota.

Radio Firmicutes/Bacteroidota

Relacidn de los filos mas abundantes (~90%) de la microbiota intestinal humanal2

Muestra la capacidad de tu microbiota para nutrirse equilibradamente de fibras, aziicares simples y
proteinas

VALOR F/B SIGNIFICADO

>5 NO DESEABLE: tu microbiota se nutre
principalmente de proteina y azucares simples
1-5 DESEABLE: tu microbiota se nutre

equilibradamente entre degradadores de
fibra y proteina

<1 NO DESEABLE: tu microbiota se nutre

principalmente de fibras
1.Magne, F et al., 2020. DOI: 10.3390/nu12051474 13
2. Bervoets, L et al,, 2013, DOI: 10.1186/1757-4749-5-10



N Biomatest

Indice de Shannon (Riqueza en la comunidad intestinal)

Un mayor niumero de comunidades de microorganismos diferentes, indican que tu intestino es mas
diverso, lo que permite que asimiles mejor la dieta.

0 1 2 3 4 5

14
1. Kim et al. (2017). https://doi.org/10.4014/jmb.1709.09027



Pruebas estadisticas

PRUEBAS ESTADISTICAS

|

PARAMETRICAS

t de Studeni para grupos independientes
(Estadislico ¢ }
s liscala de medicdn de los datos mrervalo o

< Objetivo: Evaluar I diferencia enire los
punlajes de dos muesiras o grupos
indcpendientes.

t de Student para una muestra relacionada
(Estadistico #)

% Escala de medicion de los datos: intervalo o
razon.

< Turondlo de muestra; = 30 participantes,

& Distribucidn de los datos: normal

< Homogeneidad cn la varianza.

*  Objetivo: Evaluar la difercacia cnue los
puntajes de una mucstra medidos en dos
momentos diferentes,

ANALOGAS

Datos de dos mucstras
0 grupos
independicntes
(P.ej.. hombres y
mujeres)

Datos de una muestra
— medidos en dos

momentos diferentes
(P.ej. pretest-postest)

|

NO-PARAMETRICAS

U de Mann-Whitney
(Estadistico L)
Foscala de medscsdn de los datos: ordinal o
transformados a ordinal.
Distribucidn de ¢ ibre.

Tamatio de mucs - 29 participantes para
circlis tnnesra

Objetive: Evaluar lns dilerencins eotre los
puntajes de dos mucstras o grupos
independienies de Gamuaiio peguoedin.

W de Wilcoxon (también conocida como T
de Wilcoxon; estadistico )

< Escala de medicién de los datos: ordinal o
tramslomnidos o ordimal,

& Tamwito de muestra: = 29 purlicipanies.

< Dismbncion de los datos: libve,

< Objetivo: bvaluar la diferencia entre los
puntajes de una muestra pequena medidos
cn dos momentos diferentes.
1

PRUEBAS ESTADISTICAS

Bioma

|

|

NO-PARAMETRICAS

Frueba de Analisis de Varianza de
Kruskal-Wallis (Estadistico H)

% Escaln de medicion de los datos: ording o

#*  Objerivo: Tvaluar la diferencia
enlre los puntajes de tres muestras o

| —

Anilisls de Varlanza por Rangos
Senalados de Friedman

l ANALOGAS
PARAMETRICAS
ANANsIs ae v ﬂﬂllll{(/lﬂ(ll’/l simpie o ae
un factor: estadistico /)
+» Esvala de medicion de los datos: intervalo o Dutoy de (res o mis
Tazon. mucstras o grapos transformados a ardinal
< Distnbucion de los dalos: nosmal. Bl i ":’::g:n:‘ls:::m s < Instbncion de los datos: libee
< lamafo de Muestra: = 30 participanres. (P2l a d; 1£05). < Tamafio de muestra: al menos 6
. parlicipanies en cada muesir.
< Objetivo: Evaluar la difcrencia entre los
puntafes de tres 0 mas muestras o grupos
independientes. N Para estas pmiehas se requisre de noa grupos pequeios diferentes.
| ' pmieha de comparacian mithiple (post
¢ v ohoc) pua ideatificar  déwde s |
ANOVA para una muestra relacionada | d@uﬂ:‘j"l:: crpexitipampnes . Ja )
P CTVIR -
(Estadistico F) R

% liscala de medicidn de los daros: intervalo o
razdm.

< Distribucion de datos: normal.

< Temsio de Muestra: > 30 paricipanles,

Datos de una muestra
medidos en tres o mas
—omentos diferentes.
(P.cj. Pretest-Postest-

% Objenve: Evaluar L dilerencia enlre los Seguimicnto)

puntajes de tres o mas momentos distintos
de una muoestra o grupo.

(Estadistico X*)
< Escala de medicion de los dates: ordinal o

tramslonnedes o ordingd

% Distibucion de datos: Libre.

< Tamnanio de mueste: con 3 condiciones
minimo 10 paticipanres y con 1 condiciones
minime S participantes.

% Objetivo: Evaluar la difcrencia entre los
puntajes de res o mis momentos distintos
Je una muestra 0 £1uDo DEauCno.

Tomado de: Bautista-Diaz, et al. (2020). Pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas: su clasificacion, objetivos y caracteristicas. Educacion y Salud Boletin Cientifico
Instituto de Ciencias de la Salud Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, 9(17), 78-81.

Particularmente en nuestra validacion empleamos la prueba T y el test de Kruskal-Wallis, en ambos se hallé el Valor-p para
el conjunto de datos analizado. Estos se comparan con los valores de referencia (>0.05 para un 95% de confianza)

15



Biomatest

Significado del Valor-p en la validacion estadistica™

Es un valor entre 0-1, que significa la probabilidad de obtener, por azar, una diferencia tan grande o mayor de la

observada, cumpliéndose que no haya diferencia real en la poblacién de la que proceden las muestras.

Si valor—p > nivel de significaciéon (0.05) => No rechazo HO. ES ALTAMENTE PROBABLE QUE LAS DIFERENCIAS HALLADAS EN LOS

RESULTADOS DE LA PRUEBA BIOMATEST AL VARIAR CONDICIONES DE PROCESO SE DEBAN AL AZAR.

Si valor—p < nivel de significacion => rechazo H0. ES LO SUFICIENTEMENTE IMPROBABLE QUE LAS DIFERENCIAS OBSERVADAS AL
VARIAR CONDICIONES DE PROCESO SE DEBAN AL AZAR, COMO PARA NO RECHAZAR CON UNA SEGURIDAD RAZONABLE LA HO. SE AFIRMA

QUE LA DIFERENCIA ES REAL.

s

\_

Hipo6tesis Nula (HO)
“Los cambios hallados en las variables que mide
la prueba Biomatest se deben al azar y no a un
efecto de las variaciones en el proceso”

\

r

.

\_

Hipotesis Alternativa (H1) A

“Los cambios hallados en las variables que mide la
prueba Biomatest NO se deben al azar y existe un
efecto de las variaciones en el proceso” y

*Molina Arias M. {Qué significa realmente el valor de p?. Rev Pediatr Aten Primaria. 2017;19:377-81. 16
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Repetibilidad - Abundancia relativa a nivel de filo BiomatESt

Abundania relativa a nivel de filo (Repetibilidad BT0023)
O o%

Filos

@ Actinobacteriota

®Bacteroidota

©® Campilobacterota
Cyanobacteria

® Desulfobacterota

® Firmicutes

® Fusobacteriota

@ Proteobacteria

®Verrucomicrobiota

p-value = 0.206 -
>>>0.05

Abundanda

Estas pequenas
variaciones no
cambian la -
conclusion clinica

Q 100%

VBT21 VBT22 VBT23 VBT24 VBT25

Fig.1 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo para las réplicas evaluadas del voluntario BT0023.

Se considerd para el total de los datos de cada voluntario un n=5 datos cambiando las condiciones de extraccién. se
realizé un andlisis paramétrico Prueba T hallando cada P-valor para un 95% de confianza.
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Repetibilidad - Abundancia relativa a nivel de filo BiomatESt

Abundania relativa a nivel de filo (Repetibilidad BT0045)
O o

Filos
@ Actinobacteriota

®Bacteroidota

©® Campilobacterota
Cyanobacteria

® Desulfobacterota

®Firmicutes

® Fusobacteriota

© Proteobacteria

@ Verrucomicrobiota

p-value = 0.463 -
>>>(0.05

Abundanda

Estas pequenas
variaciones no
cambian la -
conclusion clinica

VBT12 VBT13 VBT15 VBT14 VBT11

Fig.2 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo para las réplicas evaluadas del voluntario BTO045.

Se considerd para el total de los datos de cada voluntario un n=5 datos cambiando las condiciones de extraccién. se
realizé un andlisis paramétrico Prueba T hallando cada P-valor para un 95% de confianza.
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Repetibilidad - Abundancia relativa a nivel de filo BiomatESt

Abundania relativa a nivel de filo (Repetibilidad BT0048)
O o
p-value = 0.450 o Atickmcttet
40% ®Bacteroidota
>>>(0.05 ] * Campilobacterota
§ Cyanobacteria
g ® Desulfobacterota
Estas pequefias - SR
° ° @ Proteobacteria
variaciones no e
cambian la
conclusion clinica -
10,72% 10.02% 12.83% 12.18%
O 1o VBT16 VBT18 VBT17 VBT20 VBT19

Fig.3 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo para las réplicas evaluadas del voluntario BT0048.

Se considerd para el total de los datos de cada voluntario un n=5 datos cambiando las condiciones de extraccién. se
realizé un andlisis paramétrico Prueba T hallando cada P-valor para un 95% de confianza.

20



Bioma

Indice F/B e Indice de Shannon (Repetibilidad)

indice de Shannon por voluntario

indice F/B por voluntario
57 5 P-valor=0.202
P-valor=0.465 P-valor=0.099
N N 1
L Voluntario i
m 21 P-valor = 0.463 P-valor=0.45 c 31 Voluntario
S 1 Il 570023 2 B o0
S P-valor=0.206 =
..g L BT0045 = BT0045
£ B srooss 21 B sro0ss
1 1
0 7 0
BT0023 BT0045 BT0048 BT0023 BT0045 BT0048
Voluntario Voluntario

Fig.4 Barplot del indice Firmicutes/Bacteroidota en cada voluntario y el indice de Shannon para cada voluntario.
Se calcul6 el p-value para ambas variables y es >> 0.05, indicando que no hay diferencia estadisticamente significativa con el 95% de confianza

No hay diferencia estadisticamente significativa
21



Las variaciones del indice F/B y el indice de Shannon
calculados para cada muestra, al extraerla cinco veces
seguidas bajo las mismas condiciones, NO SON
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS, denotando una

repetibilidad en los resultados con un 95% de confianza
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1. Abundancia relativa a nivel de filo

Abundancia de filos por voluntarios
O 100%
80%
60%
i)
g
)
-
2
<
40%
58.84%
20%
7.22%
0%
O BT0023 BT0045

61.17%
11.45%

BT0048

Filos
® Actinobacteriota

®Bacteroidota

©® Campilobacterota
Cyanobacteria

® Desulfobacterota

®Firmicutes

® Fusobacteriota

© Proteobacteria

® Verrucomicrobiota

Fig.5 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo por cada voluntario.

Biomatest

La abundancia relativa de los filos es
Unica para cada uno de los individuos (asi
como una huella dactilar).

BT0023: Dermatitis atopica severa
BTO045: Ninguna enfermedad croénica
reportada

BTOO048: Dislipidemia

24



1. Abundancia relativa a nivel de filo por voluntario y cambio de condicion Biomatest

Abundancia de filos por condicion BT0023
O o
20%
Filos
® Actinobacteriota
El cambio de condicién no afecta o @Bacteroidota
significativamente la composicion g 'E“"‘P‘:’:":m
, . . yanobacte
taxondmica de una muestra a nivel g @ Desulfobacterota
de filo ® Firmicutes
ade ® Fusobacteriota
@ Proteobacteria
p'Va|Ue = 0.2828 ®Verrucomicrobiota
>>>(0.05
80%
Estas pequenas
Va riaCiones no O oo Equipo Horario Laboratorio Operario
cam bl an Ia Fig.6 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo e indicando el cambio de condicién para el voluntario BTO023.

conclusion clinica -



1. Abundancia relativa a nivel de filo BiomatESt

Abundancia de filos por condicion BT0045
O o
20%
40%
5
=
£
£
<
60%
67,18%
80%
O 100% 307%
Equipo Horario

Laboratorio

6411%
419%

Operario

Filos
@ Actinobacteriota

®Bacteroidota

©® Campilobacterota
Cyanobacteria

® Desulfobacterota

@ Firmicutes

® Fusobacteriota

@ Proteobacteria

®Verrucomicrobiota

Fig.7 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo e indicando el cambio de condicién para el voluntario BTO045.

El cambio de condicion no afecta
significativamente la composicion
taxonodmica de una muestra a nivel

de filo

p-value =0.3551
>>>(0.05

Estas pequenas variaciones no
cambian la conclusion clinica

Hallazgo:
el Filo Actinobacteriota
(en morado) parece favorecerse del ciclo
circadiano (luz solar durante el dia). En
nuestro analisis el cambio de horario actua
como una interferencia que puede

controlarse al fijar el horario de extraccion

del ADN.
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1. Abundancia relativa a nivel de filo BiomatESt

Abundancia de filos por condicion BT0048
O o
20%
El cambio de condicién no afecta Filos
o 020 o o o s ® Actinobacteriota
significativamente la composicién o o Bacteroidots
taxondmica de una muestra a nivel 8 @ Campilobacterota
. Cyanobacteria
de fl IO g ® Desulfobacterota
= @ Firmicutes
- ® Fusobacteriota
© Proteobacteria
p-Va|Ue = 0.3549 ®Verrucomicrobiota
>>>0.05
80%
Estas pequenas variaciones no -
cambian la conclusion clinica & o0 _ : : :
Equipo Horario Laboratorio Operario

Fig.8 Barplot con la abundancia relativa a nivel de filo e indicando el cambio de condicién para el voluntario BTO048.



La variabilidad individual NO ES ESTADISTICAMENTE
SIGNIFICATIVA al cambiar condiciones de procesamiento

De acuerdo con los resultados de esta validacion, se fijan los
horarios y equipos de extraccion® para minimizar interferencias

halladas (e.g aparicion de Cianobacterias). Aun asi las
variaciones siguen siendo NO SIGNIFICATIVAS

ESTADISTICAMENTE al cambiar condiciones.

* El protocolo de extraccion de ADN se fija para que siempre se realice entre 6AM-12M y en los equipos del laboratorio de Biologia Molecular Investigacidon EAFIT.



2. Radio Firmicutes/Bacteroidota por voluntario

Indice F/B por voluntario
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Fig.9 Promedio del indice Firmicutes/Bacteroidota para cada voluntario. Se consideré para el total de los
datos de cada voluntario el siguiente n poblacional (BT0023 n=11, BT0045n=12, BT0048 =11) se realiz6
un andlisis no-paramétrico Kruskal-wallis hallando cada P-valor para un 95% de confianza.
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2. Radio Firmicutes/Bacteroidota por condicién y por voluntario BiOma

Abundancia de Bacteroidota por condicion y voluntario Abundancia de Firmicutes por condicion y voluntario
Condiciones ®Equipo ® Horario ® Laboratorio ® Operario Condiciones ®Equipo ® Horario ® Laboratorio ® Operario
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< o : < 4
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BT0023 BT0045 BT0048 BT0023 BT0045 BT0048
Voluntario Voluntario

Fig.10 Stripplot de la abundancia relativa del filo Bacteroidota y el filo Firmicutes para cada voluntario, teniendo en cuenta su cambio de condicion.
Se calcul6 su P-valor y tal como se muestra no hay diferencia estadisticamente significativa.
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La variabiliqlad del cambio de condicidn en cada volgntario NO
ES ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA para el Indice F/B



3. Indice de Shannon por voluntario BiDma

Indice de Shannon por voluntario
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Fig.11 Promedio del indice de Shannon para cada voluntario. Se considerd para el total de los
datos de cada voluntario el siguiente n poblacional (BT0023 n=11, BT0045n=12, BT0048 =11) se
realizé un andlisis no-paramétrico Kruskal-wallis hallando cada P-valor para un 95% de confianza.
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3. indice de Shannon por condicién y por voluntario BiOma

Indice de Shannon por voluntario y cambio de condicién

Cambio ® Equipo Horario # Laboratorio Operario
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Fig.12 Stripplot del indice de Shannon para cada voluntario, teniendo en cuenta su cambio de condicién. Se calculé su P-valor y tal como se muestra no hay
diferencia estadisticamente significativa.
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Individualidad del
resultado clinico (biolégico)

de la prueba BIOMATEST



Diversidad Alpha entre voluntarias Diversidad Beta entre voluntarias

. . C Physiological State Breastfeeding Control Pregnant
Physiological State Breastfeeding Control Pregnant S

A

o

i

Axis.2 [9.7%)

Shannon index

30-

} 111222235 7 8 9 1013141516 1718 192021
Volunteer

N -

Axis.1 [13.5%]

p-value=0.0063 <<< 0.05 (Esta diferencia estadistica, refleja que la microbiota de cada
persona es tan unica como una huella dactilar

Conclusioén: las variaciones individuales de la microbiota hacen que sea una medida clinica UNICA para cada Usuario. Las
variaciones técnicas NO INTERFIEREN EN ESA MEDIDA CLINICA de acuerdo con lo que se muestra en esta validacién



Conclusiones



* Las variaciones en las cuatro condiciones de obtencidn de indices de los
voluntarios BT0023, BT0045 y BT0048, NO PRESENTAN CAMBIOS

ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS

« Las variables que medimos en el informe de Biomatest SON
REPLICABLES para cada uno de los usuarios evaluados lo cual cumple
apropiadamente con el proceso de validacion.



E) Astrolab Biomatest

Gracias



