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RESUMEN

El Sindrome de Intestino Irritable (SII) es el trastorno funcional gastrointestinal mas
frecuentemente diagnosticado en la practica clinica, y es caracterizado por dolor
abdominal asociado a cambios en la frecuencia y/o apariencia de las evacuaciones.
Existen varios factores 0 mecanismos involucrados en la patogénesis del SlI, entre
ellos la disbiosis. En México, y en general para Latinoamérica no existen los
suficientes estudios en los que se describa y caracterice la composicion de la
microbiota intestinal de pacientes con Sll, mediante este estudio se pretende
ampliar la informacion que se tiene para la poblacibn mexicana. Sobre esto, se
espera que la composicidn microbiana se encuentre alterada en los principales
grupos bacterianos, presentando un aumento en la abundancia de los filos
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia; asi como una
disminucién en el filo Bacteroidetes, en comparaciéon con los sujetos control,
teniendo como objetivo, identificar y analizar las comunidades microbianas
presentes en la microbiota intestinal de pacientes con Sll y sujetos control, a partir
de datos metagendmicos obtenidos por secuenciacion del gen 16S ARNr. Para esto,
se hizo uso del servidor MG-RAST, en el que se mostré que para el grupo de
pacientes con Sl presentd un menor nimero en el total de pares de bases,
secuencias y longitud media de las secuencias, asi como una menor cobertura K-
mer y una menor abundancia en la rigueza de especies para pacientes con Sli, a
diferencia de los sujetos control. En los perfiles de abundancia bacteriana a nivel de
Filo, Clase, Orden, Familia y Género se encontraron cambios entre los grupos de
sujetos control y pacientes con Sll. Revelando que hubo cambios significativos para
una disminucion de Bacteroidetes (filo) (p=0.04), Bacteroidia (clase) (p=0.04),
Bacteroidales (orden) (p=0.02), y Eubacteriaceae (familia) (p=0.04), y un aumento
para Actinomycetales (orden) (p=0.02).
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INTRODUCCION

El Sindrome de Intestino Irritable (SIlI) es el trastorno funcional gastrointestinal mas

frecuentemente diagnosticado en la practica clinica.

La prevalencia mundial de este sindrome reportada para el afio 2021 es del 10% al
20% (Zeleddn et al., 2021). Mientras que, para México, la prevalencia reportada del
Sll, también para el afio 2021 varia del 4.4 al 35%, esta amplia variacion en los
resultados epidemioldgicos en nuestro pais se explica por los criterios de Roma, los
cuales son el estandar actual para diagnosticar el Sll (Zeleddn et al., 2021), Ver
inciso 1.2. Algunos estudios han sefialado que los criterios de Roma Il parecen
tener una baja sensibilidad para identificar casos de Sll. Acorde con lo anterior, en
el 2014, Amieva-Balmori y cols., reportaron una prevalencia del 4.4% utilizando los
criterios de Roma lll, lo que contrasta con prevalencias de hasta el 35% obtenidas
en estudios que usaron los criterios de Roma Il (Amieva-Balmori et al., 2014).

1. Sindrome de Intestino Irritable

El Sll se define como un trastorno funcional crénico y recurrente que se caracteriza
por dolor abdominal asociado a cambios en la frecuencia o en la apariencia de las
evacuaciones (Carmona-Sanchez et al., 2016). Se presenta en todos los grupos de
edad incluyendo nifios y ancianos, con una mayor frecuencia a la edad de 30 a 50
afos. Y aunque la enfermedad no se considera genética, existen estudios de
agregacion familiar que revelan doble riesgo en pacientes con familiares de primer

grado con Sll (Garcia-Zermefio y Remes-Troche, 2018).

Este sindrome afecta a ambos sexos, no obstante, aproximadamente el 60-75% de
los afectados son mujeres. Por otra parte, el nivel socio econdémico de los pacientes
gue sufren del SlI es variable, sin embargo, existe una alta prevalencia en el nivel

socioeconémico bajo (Guia de Préctica Clinica, 2015).



Esta enfermedad tiene un impacto negativo en la calidad de vida de las personas y
productividad laboral, ademas de que es una carga socioeconémica importante para

la sociedad.

1.1 Fisiopatologia del Sll

La fisiopatologia del Sll es compleja y se considera multifactorial. Existen diversos
factores y mecanismos involucrados en la patogénesis del Sl capaces de ejercer
influencia en el eje bidireccional cerebro-intestino, asi como en el intestino de

manera local. Estos pueden ser:

1.1.1 Predisposicion genética

Muchos pacientes con Sl refieren tener familiares con el mismo diagndstico. Las
investigaciones se han centrado en tratar de identificar posibles marcadores
genéticos. De hecho, se ha sugerido que un polimorfismo genético en el promotor
de la region del gen SLC6A4 que codifica el transportador de recaptacion de

serotonina (SERT) podria estar asociado con el Sl (Zeledon et al., 2021).

1.1.2 Trastornos en la motilidad y sensibilidad visceral

En pacientes con Sll se ha demostrado que hay un aumento de retencion de gas
acompafado de una disminucion en la velocidad del transito intestinal desde el
duodeno hasta el recto. Este aumento de los niveles de gas acomparfiado del tiempo
de transito intestinal causa un aumento en la sensacion de distension abdominal y

dolor visceral en estos pacientes (Zeledon et al., 2021).

1.1.3 Sistema inmunitario y trastornos de la barrera intestinal

En muestras de plasma de pacientes con Sl se han observado niveles elevados de
citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, IL-18 y TNF-q, y niveles bajos de IL-10,

una citocina antinflamatoria (Mishima e Ishihara, 2020). La inflamacién provocada
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por estos factores causa un aumento en la permeabilidad de la barrera intestinal
con una consecuente pérdida de fluido intersticial hacia la luz intestinal, lo que
puede explicar la aparicion subita de diarrea y estrefiimiento al normalizarse sus

niveles (Zeleddn et al., 2021).

Las citocinas proinflamatorias, cuando alcanzan una concentracion de 10nM, se
unen a sus receptores especificos en el cerebro y por medio de vias fisiol6gicas
diferentes como la neuroendocrina se inicia con la secrecion de la CRH que estimula
la actividad del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), para dar lugar a un
aumento en ACTH vy cortisol. La alternancia de esta via se asocia con trastornos
psicolégicos como la depresidon y también con hipersensibilidad visceral en el Sli
(Mishima e Ishihara, 2020; Pavédn et al., 2004).

1.1.4 Alimentacion

Los alimentos también pueden ser desencadenantes de los sintomas del SllI. Por
ejemplo, la fermentacion de carbohidratos de cadena corta puede llevar a una mayor
produccion de gas en el tracto intestinal, sensibilidad alimentaria no inmune y

alteraciones en la motilidad intestinal (Carmona-Sanchez et al., 2016).

Adicionalmente, algunos pacientes con SlI han reportado un beneficio sintomatico
al reducir las cantidades de oligosacaridos fermentables, disacaridos,
monosacaridos y polioles (FODMAP) en su dieta. Estas moléculas tienen un efecto
osmoético, lo que aumenta la carga de liquido en el tracto gastrointestinal y la

distension intestinal (Zeledon et al., 2021).

1.1.5 Factores psicologicos

El estrés, la ansiedad o la depresion se asocian con frecuencia al Sll y a la
exacerbacion de sintomas. La interaccién entre el sistema nervioso central y el
sistema entérico es importante en la fisiopatologia del Sll y funciona de manera
bidireccional. El sistema nervioso central puede alterar la fisiologia intestinal, como

la motilidad o la sensibilidad visceral. Del mismo modo, los cambios en el intestino



pueden dar retroalimentacién al cerebro, lo que resulta en efectos sobre el bienestar

psicoldgico y la salud del paciente (Zeledon et al., 2021).

1.1.6 Sexo

Actualmente se sabe que existe una mayor prevalencia del Sll en pacientes del sexo
femenino. Esta observacién se ha asociado a las variaciones biologicas en las
hormonas sexuales, los mecanismos serotoninérgicos, las vias del dolor, los
problemas psicosociales y la comorbilidad uroginecologica que presentan las

mujeres (Zeledon et al., 2021).

1.1.7 Disbiosis

En los dltimos afios, se ha evidenciado que el cambio en la biodiversidad, riquezay
composicién de la microbiota intestinal (proceso llamado disbiosis) juega un papel
clave en la patogénesis del SllI. En pacientes con SlI, la disbiosis gastrointestinal se
ha asociado con un aumento de la percepcion visceral del dolor y una mayor
permeabilidad de la mucosa provocada por defectos en la barrera epitelial, lo que
interfiere con la homeostasis inmune intestinal y posteriormente promueve la
inflamacion intestinal y aumenta la activacion inmunitaria en el epitelio y la mucosa
intestinal. También se ha asociado con cambios en la motilidad intestinal y
alteraciones del sistema nervioso entérico (Garcia-Zermefio y Remes-Troche,
2018).

1.2 Clinicay diagnostico

Los sintomas clinicos son imprecisos para establecer el diagndstico del Slli, pero el
dolor abdominal es a menudo su principal sintoma, asi como la distensién
abdominal que esta asociada a un aumento en la cantidad de gas intestinal que
puede llevar a un aumento del meteorismo. Sin embargo, existen una amplia

variedad de sintomas documentados en estos pacientes incluyendo



manifestaciones  gastrointestinales y  extraintestinales. Los  sintomas
gastrointestinales son: dolor abdominal cronico, habitos intestinales alterados
(diarrea o constipacion o alternancia de estos), reflujo gastroesofagico, disfagia,
saciedad temprana, dispepsia intermitente, nauseas, dolor precordial de origen no
cardiaco, flatulencia y eructos. Por otra parte, los sintomas extraintestinales son:
depresion mayor, ansiedad, desorden somatomorfo, insomnio, disfuncion sexual y
dispareunia, dismenorrea, incremento en la frecuencia urinaria, urgencia urinaria,
sintomas de asma y cefalea primaria (Guia de Practica Clinica, 2015).
Adicionalmente, la frecuencia y la forma de las deposiciones esta directamente

relacionada al subtipo de SlI que se padezca.

Para su correcto diagnéstico, el inicio de los sintomas debe ocurrir al menos 6
meses antes y los sintomas deben estar presentes durante los ultimos 3 meses
(Mearin et al., 2017).

Los criterios de diagnostico de Roma son derivados de un consenso de expertos y
son Utiles para el diagndéstico de trastornos gastrointestinales funcionales. Se han
utilizado en el campo de la gastroenterologia desde 1990 (Simren et al., 2017). A lo
largo de los afios ha sido necesario actualizar los criterios periédicamente, por lo
que se tienen los criterios de Roma I, 11, Il 'y IV.

Entre los cambios relevantes en la actualizacion de los criterios de Roma 1l (2006)
a Roma IV (2016) para el diagnostico del Sll, esta la eliminacion del sintoma
“‘malestar abdominal” ya que es inespecifico, ademas de que el término “discomfort”
(en inglés) tiene diferentes significados en diferentes idiomas y es un término
ambiguo para los pacientes (Schmulson y Drossman, 2017). Otro cambio
importante es el limite de la frecuencia de los sintomas: en los criterios de Roma IV
se especifica que el dolor abdominal debe presentarse por lo menos 1 vez a la
semana en promedio durante el mes anterior a la aplicaciéon del cuestionario;
mientras que, en los criterios de Roma Ill se describe que el dolor abdominal debe

presentarse al menos 3 veces al mes (Simren et al., 2017).

Los criterios mas recientes para la clasificacion del Sll son los de Roma IV; en base

a estos, el Sll puede ser clasificado dentro de cuatro subtipos basados en el
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predominio del patron de las evacuaciones: Sl con diarrea (SlI-D), SllI con
estrefiimiento (SII-E) o constipacion (SlI-C), Sl mixto (SlI-M) y SlI no clasificable

(SII-NC), Ver Tabla 1, (Garcia-Zermeiio y Remes-Troche, 2018).

Tabla 1. Criterios de diagndstico para los diferentes subtipos de SlI de acuerdo con los

criterios de Roma IV (Schmulson y Drossman, 2017).

Subtipo de Sl Criterios
Mas de una cuarta parte (25%) de las deposiciones con los tipos
SII-E 1-2 de la escala de heces de Bristol y menos de una cuarta parte

(25%) con los tipos 6-7.

Més de una cuarta parte (25%) de las deposiciones con los tipos
SII-D 6-7 de la escala de heces de Bristol y menos de una cuarta parte
(25%) con los tipos 1-2.

Mas de una cuarta parte (25%) de las deposiciones con los tipos
SlI-M 1-2 de la escala de heces de Bristol y mas de una cuarta parte
(25%) con los tipos 6-7.

Los pacientes con SlI-NC cumplen los criterios de diagnéstico
SII-NC para Sll, pero sus habitos intestinales no se pueden clasificar con
precision en ninguno de los subtipos anteriores.




Ademas de los criterios de Roma, se utiliza la escala de Bristol como herramienta
en el diagnaostico del SlI, esta escala caracteriza las heces en 7 diferentes tipos, ver

Figura 1.

.3 .:. TIPO1 Trozos duros separados, que pasan con dificultad. ESTRENIMIENTO IMPORTANTE

’ TIPO2 Como una salchicha compuesta de fragmentos. ~ LIGERO ESTRENIMIENTO
O TIPO3 Con forma de morcilla con grietas en la superficie. NORMAL
q TIPO 4 Como una salchicha o serpiente, lisay blanda. ~ NORMAL

“; TIPO5 Trozos de masa pastosa con bordes definidos. ~~ FALTA DE FIBRA
ﬂ TIPO 6 Fragmentos pastosos, con bordes irregulares. ~ LIGERA DIARREA

W TIPOT7 Acuosa, sin pedazos slidos, totalmente liquida.  DIARREA IMPORTANTE

Figura 1. Escala de heces de Bristol (Editado de lice, 2014).

2. Microbiota intestinal y SlI

2.1 Microbiota humana

La microbiota humana se define como el conjunto de microorganismos (bacterias,
virus, arqueas y microorganismos eucariontes) que de forma simbionte conviven y
se desarrollan en el cuerpo humano (Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2015; Young,
2017). Estos microorganismos codifican para mas de 3 millones de genes, el estudio
de estos genes y el ecosistema en el que se encuentran se denomina microbioma.
Asi, el término microbioma se refiere a la microbiota y a la funcién que cumple dentro

de dicho entorno (Moreno del Castillo et al., 2018).

La diversidad microbiana varia segun el sitio anatomico, la complejidad y las
funciones agregadas de las comunidades microbianas y se correlaciona con el

estado de salud, genotipo, dieta e higiene de un individuo (Cho y Blaser, 2012). Asi,
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distinguimos la microbiota cutdnea, la microbiota vaginal, la microbiota respiratoria,
la microbiota oral y la microbiota intestinal. En la Figura 2 se muestra la proporcion

relativa de secuencias determinadas a nivel de filo bacteriano en ocho sitios
anatémicos.

Cavidad oral

Fosa

Nasal / "|, Esofago

\ H IC‘_"'";CH'-{ l‘-.:
| Estémago

| | H. pylori (+

| |Estémago

@ Actinobacteria . |
oo Py ey |
.Fcfl'TnCuLe\‘; Al
AN s | Colon
@ Froteobacteria
@ Bacteroidetes
Cyanobacteria

P
=
& ~usobacteria

4 1] ] -

Figura 2. Proporcion de filos bacterianos en diferentes sitios anatémicos, donde (+)

significa presencia y (-) significa ausencia (Editado de Cho y Blaser, 2012).
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2.2 Microbiota intestinal

La mayor diversidad de la microbiota humana reside en el intestino con alrededor
de 10" microorganismos y es denominada microbiota intestinal, siendo la mas
estudiada debido a la relacién que presenta con diversas funciones fisiologicas
(Peterson et al.,, 2009). En el tracto gastrointestinal, los filos bacterianos
predominantes son Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria (ver Figura 2). No
obstante, el microbioma intestinal se refiere no solo a los microorganismos que ahi
residen, también incluye elementos del hospedero como el epitelio, componentes
inmunes y productos tanto de los microorganismos como del hospedero, incluidos

los metabolitos (Young, 2017).

En el intestino se han caracterizado cientos de cepas bacterianas y con esto mas
de 9 millones de genes que comprenden mas de 3,000 millones de células
bacterianas. Esto representa aproximadamente 0.5-2 kg del peso corporal total de

cualquier individuo (Moreno del Castillo et al., 2018).

Actualmente se sabe que la densidad microbiana va aumentando a medida que
avanzamos por el tracto gastrointestinal. Asi, en el duodeno la densidad es de
alrededor de 103 células/ml (principalmente Streptococcus, Lactobacillus,
Escherichia y Corynebacterium), en el yeyuno es de alrededor de 10° células/ml y
en el colon asciende hasta 1012 células/ml (predominando Bacteroidetes y
Firmicutes). Siendo estos ultimos los filos dominantes en la microbiota de un
individuo sano, seguidos por Actinobacteria y Verrucomicrobia. Finalmente, el filo
Proteobacteria supone una pequefia parte de las bacterias intestinales en personas

sanas (Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2015).

La composicion de esta comunidad microbiana es especifica del huésped,
evoluciona a lo largo de la vida del individuo y puede cambiar por estimulos tanto
exdgenos como enddgenos, tales como factores genéticos, la edad, el embarazo,

la dieta, el uso de antibioticos, el tipo de nacimiento y el estrés (Cerda et al., 2016).
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2.3 Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal lleva a cabo mdultiples actividades metabdlicas que van
desde el catabolismo y la bioconversion de moléculas complejas hasta la sintesis
de una amplia gama de compuestos que pueden tener efectos tanto en la microbiota
como en el hospedero. A continuacion, se describen dos de sus principales

funciones.

2.3.1 Metabolismo

Los microorganismos suponen un reservorio de funciones metabdélicas adicionales,
de otra forma inaccesibles al hospedero. La microbiota tiene la capacidad de
fermentar oligosacéaridos no digeribles y como resultado la sintesis de acidos grasos
de cadena corta (AGCC) como n-butirato, acetato y propionato (Jandhyala et al.,
2015).

Los AGCC son sustratos de los colonocitos, precursores del colesterol y sustratos
de la gluconeogénesis en el higado, lo cual optimiza el aprovechamiento de la
energia de la dieta (Icaza-Chavez, 2013). Estos AGCC estan involucrados en el eje
intestino-cerebro, pues se unen a receptores especificos de células intestinales
endocrinas (GRP43 y GRP41) que estimulan la liberacion del péptido YY (PYY)y
5-hidroxitriptamina (5-HT) (Monda et al., 2017), el cual retarda el transito intestinal
aumentando la absorcidon de nutrientes e incrementando los niveles de la hormona

leptina (Icaza-Chavez, 2013).

La microbiota también participa en el metabolismo de carbohidratos mediante la
degradacion de polisacaridos como celulosa y pectina (Hemarajata et al., 2013).
Varios miembros del filo Bacteroidetes, asimilan facilmente hidratos de carbono de

la dieta, ya que poseen vias metabolicas para estos (Hemarajata et al., 2013).

En general, los microorganismos, tienen acceso a abundantes fuentes de carbono
fermentables que pueden usar como sustratos de hidratos de carbono complejos

para sostener comunidades microbianas viables. Algunas especies de

13



bifidobacterias son fermentativas y forman principalmente acido lactico y acético a
través del catabolismo de los carbohidratos, en particular los oligosacaridos
(Tabbers et al.,, 2011). Asi mismo, contienen genes que codifican enzimas que
degradan glicanos. El género Bacteroides contiene especies que son sacaroliticas,
fermentan azucares o proteinas, dependiendo de la especie, a acetato y succinato
como los principales productos de fermentacion. Y algunas otras bacterias como las
bifidobacterias y lactobacilos son capaces de fermentar la lactosa, el disacarido

presente en la leche, para la produccién de acido lactico (Ochoa, 2013).

También la microbiota participa en reacciones como la conversion de acidos biliares
en el intestino. Estos compuestos, sintetizados en el higado y secretados como
sales biliares conjugadas, pueden sufrir conversaciones mediadas por la microbiota
dentro del intestino para liberar bilis no conjugada y generar &cidos biliares

secundarios (Cerda et al., 2016).

La microbiota intestinal también interviene en la produccién y absorcion de vitaminas
esenciales como el &cido fdlico y la vitamina K (Ochoa, 2013). Ademas, se ha
demostrado que la microbiota intestinal contribuye a generar un metaboloma
saludable en el suero al aumentar las concentraciones de &cido pirtvico, acido
citrico, &cido fumarico y acido maélico, los cuales son indicadores de un alto

metabolismo energético (Jandhyala et al., 2015).

2.3.2 Sistema Inmunolégico

La microbiota intestinal ejerce un importante efecto sobre la respuesta inmune del
humano. Una gran diversidad de estudios comparativos en la que utilizan animales
criados de forma convencional y libres de gérmenes revelan que la presencia de
microbiota es importante para el desarrollo y la regulacion del sistema inmune innato
y adaptativo (Min y Rhee, 2015). La “teoria de la higiene” supone que el exceso de
limpieza y la disminucién en la exposicion a las bacterias a temprana edad impide

el correcto desarrollo de los mecanismos inmunorreguladores, que previenen las
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respuestas inapropiadas de las células T y las enfermedades inflamatorias
posteriores (Icaza-Chavez, 2013).

La microbiota puede modificar las respuestas epiteliales y sistémicas, asi como el
desarrollo y la actividad del sistema inmunoldgico. La dieta y los efectos de esta en
la microbiota intestinal y en la respuesta inmune se han postulado como posibles
explicaciones para el incremento en la incidencia de enfermedades inflamatorias
(Icaza-Chavez, 2013).

Ademas, el microbioma contribuye en la resistencia a la colonizacion, donde protege
al hospedero preservando la integridad de la barrera de la mucosa intestinal al
inhibir la adhesion y el crecimiento de microorganismos enteropatdégenos. Por lo
tanto, existe una simbiosis precisa e intrincada entre hospedero-microorganismo, y
cualquier alteracion de esta simbiosis puede tener efectos perjudiciales en ambos.
Para el hospedero, la alteracion de esta simbiosis puede conducir a una variedad

de estados de enfermedad (Cerda et al., 2016).

2.4 Disbiosis en el Slli

Disbiosis es el término que se emplea para referirse a los cambios en la composicion
ylo funciones de la microbiota (Lynch y Pedersen, 2016). Y en el caso de la
microbiota intestinal, la disbiosis juega un papel importante en el desarrollo de un
estado inflamatorio crénico (Icaza-Chavez, 2013). Asi mismo, se ha visto que la
reduccion de las poblaciones dominantes favorece el aumento de patégenos
oportunistas (Zamudio-Tiburcio et al., 2017). La disbiosis puede tener lugar a través
de varios mecanismos: el sobrecrecimiento o desaparicion de especies especificas
de bacterias, alteraciones en la riqueza relativa de bacterias y, por ultimo, por

mutacion o transferencia de genes (Mari et al., 2020).

En el caso del SlI, diversos estudios muestran que la microbiota intestinal de estos
pacientes es distinta a la de sujetos sanos, aunque aun no se ha logrado identificar
un perfil microbiolégico especifico (Moreno del Castillo et al., 2018; Young, 2017).
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Si bien no existe una “firma” especifica, recientemente se ha demostrado que los
pacientes con Sll con sintomas severos se caracterizan por tener una microbiota
menos abundante y/o diversa en comparacion con los sujetos control (Mishima e
Ishihara, 2020).

En la tabla 2 se muestran algunos de los estudios donde se describe la microbiota
en pacientes con Sll. La variabilidad observada en estos estudios puede deberse a
la heterogeneidad del Sl y a los diferentes métodos empleados para la
caracterizacion de la microbiota intestinal. Asi como a la poblacion y el tipo de
muestra estudiada (M. Schmulson et al., 2014). Es de resaltar que dos de los
estudios mostrados fueron realizados en poblacién mexicana, siendo de los pocos
estudios que se tienen sobre la diversidad microbiana representativa del Sll en esta
poblacion, obteniendo resultados similares a los de los otros estudios.
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Tabla 2. Estudios sobre la alteracion de la microbiota intestinal en sujetos con Sil.

Estudio Sujetos Muestra Técnica Hallazgos
Raijilic-Stojanovic et 62 sujetos SlI Muestras fecales Microarreglo TRuminococcus
al., 2015 46 sujetos control filogenético y gPCR 1 Clostridium
tDorea
tBacteroides
| Eubacterium
. Biopsias de o | Fusobacterium
Durban et al., 2012 gls?JjSéL':g)estc::f)rilrlol mucosa de colon y Secuenczgllc\llr: Pt dlers | Neisseria
heces | Streptococcus
| Veillonella
tEnterobacteriaceae
23 sujetos SlI Secuenciacion por 16S  tEnterobacteriaceae
Cenmell et al., A0z 23 sujetos control HIEETES (e ARNr | Faecalibacterium
| Bacteroidetes
. . o Firmicutes
Jeffery et al., 2012 37 sujetos Sl Muestras fecales Pirosecuenciacion TAI ey ]
- tActinobacteria
15 sujetos control o )
1 Bifidobacteriacea
1 Clostridium
tLactobacillus
. tBacteroides
Shukla et al., 2015 47 sujetos SlI Muestras fecales qPCR thetaiotamicron
30 sujetos control .
tVeillonella
| Bifidobacterium
| Bacteroidetes
33 sujetos SlI Biopsias de Microarreglo TAct/nobacterlfa
- ) o tProteobacteria
Rangel et al., 2015 16 sujetos control mucosa y heces filogenético +Bacill
1 Clostridium
tFirmicutes
1 Proteobacteria
. S L |Bacteroidetes
Chung et al., 2016 28 sujetos Sl Biopsias de Sgc_uenuauon Qc? |Actinobacteria
19 sujetos control mucosa de yeyuno  proxima generacion | Fusobacteria
)y lzezs 1 Veilloneaceae
1 Prevotellaceae
Cohorte 1: 110 sujetos .
SllI, 39 sujetos control Muesftras_ el Secuenciacion por 16S [
Tap et al., 2017 . : biopsias de | Prevotella
Cohorte 2: 29 sujetos SlI, ARNr ,
- mucosa tBacteroides
17 sujetos control
| Bacteroidetes
tFirmicutes
*Schmulson et al., 5 sujetos SlI Biopsias de Secuenciacion de 1 Proteobacteria
2017 5 sujetos control mucosa de colon préxima generacion tActinobacteria
|Actinomycetales
1 Clostridium
| Bacteroidetes
*Arredondo- - Biopsias de o 1Proteobacteria
5 sujetos SlI ; ;
Hernandez et al., 2020 U mucosa de colon Secuenciacion shotgun tActinobacteria
O EUEES EEi 1 Faecalibacterium
1Enterococcus
tPrevotella
i . iacio Verrucomicrobiaceae
Baran(;(())tézll et al.,, 80 sujetos Sl Muestras fecales Secuencgg’(\)ln por 16S $Bacilli
21 sujetos control r . o
1 Erysipelotrichi
tLactobacillales
S nciacion por 16S tProteobacteria
Mei et al., 2021 30 sujetos Sl Muestras fecales ecue Cfg,c\)l po LFirmicutes
30 sujetos control r |Fusobacteria
|Actinobacteria

*Estudios realizados en México
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La disbiosis en el Sl se caracteriza, ademas de presentar una diversidad microbiana
reducida, por un cambio en la produccion de diversos metabolitos en la que
participan un sinfin de bacterias, como lo es, una disminucién en la produccion de
AGCC. En especifico, existe una gran cantidad de evidencia de alteraciones en el
metabolismo del butirato y/o bacterias productoras de butirato en pacientes con S|
(Sultan et al., 2021).

Asi mismo se ha visto que por el lado de &cidos biliares, una malabsorcion esta
relacionado con la diarrea, donde el reciclaje defectuoso o la sobreproduccién de

acidos biliares pueden aumentar su concentracion en colon (James et al., 2020).

La alteracibn en la produccion de metabolitos, o en concentraciones de
neurotransmisores, enzimas Yy componentes endocrinos derivados de
microorganismos intestinales se ha relacionado con el aumento de sintomas del Sli
(Mishima e Ishihara, 2020). De manera general, la produccion excesiva 0
insuficiente de estos metabolitos, en comparacion con las cantidades homeostaticas
normales, podria indicar alteraciones en vias importantes para el intestino y la salud
en general (James et al., 2020). Ademas, la disbiosis que se presenta en el Sll tiene
un impacto metabdlico potencial en los colonocitos y esto puede ser la base de la
progresion de la enfermedad (Sultan et al., 2021).

Estos hallazgos nos permiten corroborar que el Sll esta relacionado con el
microbioma intestinal, ya que el ambiente creado a través de la interaccién del

hospedero-microorganismo se altera en esta condicion.

3. Estudio del microbioma intestinal

El aislamiento, identificacion y enumeracion de la gran mayoria de microorganismos
gastrointestinales utilizando técnicas convencionales basadas en cultivos es una
tarea ardua. Anteriormente, utilizando técnicas basadas en cultivos, se podia aislar
solo entre el 10% y el 25% de la microbiota intestinal y esto se debia a que la

mayoria de los microorganismos del intestino son anaerobios. Posteriormente,
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mejoras en las técnicas de cultivo permitieron identificar géneros dominantes como

Bacteroides, Clostridium y Bifidobacterium (Jandhyala et al., 2015).

Otra forma de abordar el estudio del microbioma intestinal es a través de las técnicas
denominadas “Omicas” o “meta-émicas”. Por un lado, se puede analizar el contenido
global de ADN extraido de una muestra (habitualmente heces) y compararlo con
alguna de las bases de datos existentes (MetaHit o Human Microbiome Project), las
cuales incluyen genes de ARN ribosémico de diferentes microorganismos (16S
procariota y 18S eucariota). Esta primera aproximacion es la gendémica (Garcia-
Garcia-de-Paredes et al., 2015). Ademas, también es posible analizar el ARN
mensajero producido por la transcripcion de estos genes (transcriptomica) y
compararlo con bases de datos de ARN o de ADN complementario (tales como
SILVA y RDP). Una tercera aproximacion consiste en estudiar en las muestras los
productos finales (pequefas moléculas como proteinas, vitaminas, etc.) resultantes
del metabolismo microbiano mediante espectroscopia de masas (metabolomica)

(Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2015).

Actualmente existen numerosos estudios que describen el microbioma humano en
diferentes estados biologicos utilizando la técnica de secuenciacion del gen 16S
ARNr. Estos estudios han permitido identificar una amplia diversidad en la
microbiota de los individuos; sin embargo, existen limitaciones en el enfoque de
secuenciacion del gen 16S ARNr que han llevado en estudios mas recientes a
examinar la complejidad de las muestras mediante la secuenciacion de bibliotecas
gendmicas elaboradas a partir de ADN extraido directamente de la muestra mixta.
Este enfoque se denomina "metagendémica" (Peterson et al., 2009).

Los analisis metagendémicos estan jugando un papel decisivo en la caracterizacion
de las comunidades microbianas humanas, asi como en la determinacion de la
relacion entre el microbioma residente y los patdgenos. La metagendmica no solo
ayuda a identificar y caracterizar el microbioma intestinal humano, sino que también

permite identificar genes y vias microbianas (Malla et al., 2019).

Con el surgimiento de las tecnologias de secuenciacion masiva, conocidas como

“Next Generation Sequencing” (NGS), se pueden secuenciar millones de moléculas
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de ADN de manera simultanea, lo que facilita en gran medida el estudio de la
diversidad microbiana (Cortés-Lopez et al., 2021). ElI primer método de
secuenciacion de nueva generacion fue lanzado en el 2005 por la empresa Roche,
basado en la pirosecuenciacion. En 2006 la empresa lllumina publicé un nuevo
método de secuenciacion de nueva generacion basado en un tipo de amplificacion
conocida como PCR de puente. Ambos métodos son mas eficientes que la
secuenciacion de Sanger, ya que la secuenciacion se realiza simultaneamente en

millones de fragmentos de ADN, aumentando el rendimiento (Vazquez, 2016).

Por otro lado, los métodos de secuenciacion tipo “shotgun” se consideran superiores
para la identificacibn y caracterizacion de comunidades microbianas, ya que
permiten identificar un mayor nivel de diversidad en comparaciéon con la
secuenciacion por amplicones (Malla et al., 2019). Este tipo de secuenciacion tiene
la particularidad de secuenciar todo el ADN presente en la muestra y se pueden
clasificar los microorganismos taxonémicamente hasta el nivel de especie. Por otro
lado, la secuenciacion por amplicones tiene como limitante que la anotacién se basa
en la asociacion putativa del gen 16S ARNr con un taxon definido como una Unidad
Taxondmica Operativa (OTU). En general, las OTU se analizan a nivel de filo o

género y pueden ser menos precisas a nivel de especie (Ranjan et al., 2016).

3.1 Secuenciacion del gen 16S ARNr

El 16S ARNTr es un polirribonucleétido de aproximadamente 1 500 nt, codificado por
el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). La subunidad 16S
del ARN ribosomal es considerada como la diana universal para la identificacion
bacteriana por sus caracteristicas y propiedades que permiten la caracterizacion
taxonOmica de las bacterias, logrando discernir hasta nivel de género y en algunos

casos de especie (Suarez, 2017).

La region 16S del ARNr es muy conservada; sin embargo, posee 9 sitios

hipervariables (V1-V9, ver Figura 3) que son suficientes para diferenciar miles de
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especies bacterianas. Las regiones mas comunes para la identificacion de bacterias
son la V3, V4, V6 y V8 (Jandhyala et al., 2015).

Cl V1 V2 C2 Vi C3 V4 C4 V5 C5 V6 C6C7VT V8 C8 VoC9
v e el ie— e e e— - -

I I I 1 1 I I I I I T 1 I T J
1 100 500 600 700 200 900 0n 1100 1200 )} 14

- Variable Conservado - Invariable

Figura 3. Imagen representativa del gen16S ARNr, se indican las regiones variables (V1-V9),

las conservadas (C1-C9) y la invariable, comunes en todas las bacterias (Izquierdo, 2015).

Existen ciertas caracteristicas relevantes del 16S ARNr que permiten su uso como

herramienta filogenética y taxonémica (Rodicio et al., 2004):

1. Se trata de una molécula muy antigua presente en todas las bacterias actuales,
por tanto, constituye una diana universal para su identificacion.

2. Su estructura y funcion han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado.

3. Los cambios ocurren lo suficientemente lento, como para aportar informacion
acerca de todos los procariotes y, junto con las variaciones en los ARNr 18S, a lo
largo de toda la escala evolutiva. Los ARNr SSU (del inglés, small subunit) contienen
suficiente variabilidad para diferenciar no sélo los organismos mas alejados, sino
también los mas proximos.

4. Dado que resulta relativamente fécil secuenciar, existen bases de datos amplias

y en continuo crecimiento.
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JUSTIFICACION

En la actualidad existe un gran numero de estudios en los que se analiza la
diversidad del microbioma humano, asi como su cambio y su relacion con la
etiologia de diversas enfermedades. En especifico, para la poblacibn mexicana, no
se cuentan con los suficientes estudios para conocer y describir la composicion del

microbioma intestinal en pacientes con Sindrome de Intestino Irritable.

En este estudio se busca determinar la composicion de la microbiota a diferentes
niveles taxondémicos en pacientes con Sindrome de Intestino Irritable con la finalidad

de ampliar el conocimiento actual.

HIPOTESIS

El microbioma intestinal de pacientes con Sindrome de Intestino Irritable presentara
una mayor abundancia de los filos Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y
Verrucomicrobia, y una disminucion del filo Bacteroidetes, en comparacion con los

sujetos control.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

« ldentificar y analizar las comunidades microbianas presentes en la microbiota
intestinal de pacientes con Sindrome de Intestino Irritable y sujetos control, a
partir de datos metagendmicos obtenidos por secuenciacion del gen 16S
ARNI.

OBJETIVOS PARTICULARES

« Determinar la composicion de la microbiota intestinal en 3 sujetos control y 4
pacientes con Sindrome de Intestino Irritable.

e Analizar los cambios presentes en la microbiota intestinal de pacientes con
Sindrome de Intestino Irritable.

« Establecer la dishiosis presente en pacientes con Sindrome de Intestino

irritable.
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MATERIAL Y METODOS

1. Poblacién de estudio

En este proyecto se analizaron los datos de secuenciacion generados previamente
en el Laboratorio de Microbioma de la Facultad de Medicina de la UNAM. Para este
andlisis fueron incluidos en el estudio 3 sujetos control y 4 pacientes con Sll. Los
sujetos control fueron sujetos clinicamente sanos, sin ninguna enfermedad

aparente, que no presentaron sintomas o cualquier otro trastorno gastrointestinal.

El reclutamiento de los sujetos se realiz6 en el Servicio de Endoscopia del Hospital
General de México “Eduardo Liceaga” (HGM). Todos los participantes firmaron un
consentimiento informado y el protocolo fue aprobado por los comités de
investigacion y ética de la Facultad de Medicina (125/2014) y del Hospital General
de México “Eduardo Liceaga” (DI/15/UME/03/33) (Santiago, 2017; Fitz, 2021).

A continuacion, en la tabla 3 se muestran los criterios de inclusion y exclusion

usados para los grupos de estudio.

Tabla 3. Criterios de inclusién y exclusion de la poblacién de estudio (Santiago, 2017)

INCLUSION EXCLUSION

!‘-‘..'l

Edad entre I8 y 65 afos, de ambos 1.
ZENerns.

Que llenen el Cuestionario de Roma I11
para determinar el diagnostico de 2.
Trastornos Funcionales Gastrointestinales
Digestivos, el Cuestionario de Spiller
para SII-PI y el Cuestionario de
Severidad del SII (IBS-5585). 3.
Que provean una muestra de materia fecal
antes de llevar a cabo la preparacion de
limpieza del colon para la colonoscopia

Que presenten trastornos de la coagulacion
que contraindiquen la toma de biopsias por
colonoscopia.

Que hayan tomado antibidticos, inhibidores
de la bomba de protones, antiacidos,
probidticos, prebidticos o antidiarreicos
durante los 3 meses anteriores al estudio.
Que presenten enfermedades en tratamiento
CON INMUNOSUPIESOres.
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2. Tomay almacenamiento de muestras

Para este estudio se tomaron cuatro biopsias de colon descendente. Las muestras
se colocaron en criotubos conteniendo 500 ul de solucion de RNAlater y se
transportaron a temperatura ambiente del HGM al laboratorio de Microbioma de la

Facultad de Medicina, en donde se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

3. Extraccion de ADN gendmico

Debido a la naturaleza de las muestras, antes de comenzar con la extraccion del
ADN, fue necesario realizar un pretratamiento con el objetivo de lisar el tejido y
facilitar la extraccion. Para ello, las muestras fueron descongeladas a temperatura
ambiente. Posteriormente, con una punta de plastico se retirdé la solucion de
preservacion y las muestras se dejaron secar al aire en una campana de extraccion
de flujo laminar (Clase |, Marca Nuaire) sobre papel parafiim estéril durante 10

minutos. Las biopsias se pesaron en un microtubo, limpio y estéril.

Para la extraccion de ADN se utilizé el QIAamp DNA mini kit (Qiagen), siguiendo el
protocolo a partir de tejidos. Brevemente, a cada microtubo con las muestras se les
agrego 450 ul de Buffer ATL y 20 pl de proteinasa K, se mezclé suavemente por
inversion del tubo por 30 segundos, después de esto, se incubd a 56 °C durante 1
h y 15 min. aproximadamente, o hasta que el tejido se lisara completamente.
Transcurrido este tiempo, se adiciond 10 yl de RNAsa [10 mg/ml], se mezclé por
inversion el tubo y se incub6 a 37 °C por 30 min. Posteriormente, se agreg6 200 pl
de Buffer AL, se mezclé por inversion el tubo y se incubé a 70 °C por 10 min.
Enseguida se adicion6 200 ul de etanol frio al 100 % y se mezcld perfectamente en

un vortex.

Se realizé una transferencia del lisado obtenido al tubo con la columna (QIAamp
DNA Mini) y se centrifugo a 8,000 rpm durante 1 min. Se cambio el tubo de recolecta
y se afadio 500 pl de Buffer AW1, y se centrifugd a 8,000 rpm durante 1 min.

Posteriormente, se coloc6 la columna de centrifugaciéon (QlAamp DNA Mini) en un
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nuevo tubo de recolecta, y se agregé 500 ul de Buffer AW2, después se centrifugd
a 14,000 rpm por 3 min. Nuevamente se cambio el tubo de recolecta y se centrifugo
a 14,000 rpm durante 1 min., esto con el fin de remover el exceso del Buffer AW2 y
demas contaminantes. Finalmente, se colocé la columna en un tubo eppendorf de
1.5 ml limpio y estéril, se adicion6100 pl Buffer AE, y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min y a continuacion se centrifug6 durante 1 min. a 8,000 rpm,

obteniendo de esta manera el ADN gendmico total.

4. Secuenciacion del gen 16S ARNTr

La secuenciacion se realizé siguiendo el protocolo 16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation (lllumina) en Macrogen (Seul, Korea), usando el sistema MiSeq
de lllumina. Se generaron lecturas tipo paired-end (“forward” y “reverse”) y la
longitud de estas fue de 301 pb. La construccién de las bibliotecas se realizé con el
Nextera XT Index Kit V2 (lllumina) y se amplificaron las regiones V3 y V4 del gen
16S ARNTr.

5. Anédlisis de los datos de secuenciacién

Las secuencias se analizaron empleando el servidor de cédigo abierto MG-RAST
(Metagenomic Rapid Annotations using Subsystems Technology, Meyer et al.,
2008). El andlisis se realiz6 en linea, subiendo las secuencias al servidor:
https://www.mg-rast.org/. Se cred un estudio privado en el cual se realiz6 la carga

de los 7 metagenomas (3 sujetos control y 4 pacientes con SllI).

En este servidor se llevaron a cabo todos los procesos para el analisis de la
secuencias. Brevemente, se realizd el control de calidad de las lecturas de
secuenciacion, donde se eliminaron las regiones de baja calidad, asi como las
lecturas duplicadas. En seguida, con el programa de alineamiento Bowtie
(Langmead et al., 2009) se eliminaron aquellas lecturas que presentan

coincidencias cercanas a genomas de organismos eucariontes (mosca, raton, vaca
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y humano) (Meyer et al., 2008). A este conjunto de pasos se le consider6 como:

limpieza de datos.

Después, con el uso del programa FragGeneScan se realiz6 la busqueda de genes
(Rho et al., 2010), identificando secuencias de proteinas, para luego llevar a cabo
una busqueda inicial en BLAT (Kent, 2002) donde se realizé un alineamiento con la
finalidad de identificar ARN ribosémico en la base de datos SILVA (Pruesse et al.,
2007). Las lecturas asociadas a secuencias del ARNr se agruparon con una
identidad del 97%. A este conjunto de pasos se le considerd6 como: Extracciéon de

funciones o caracteristicas.

Posteriormente, utilizando la implementacion UCLUST en QIIME se crearon grupos
de proteinas con un 90% de identidad para identificar las funciones putativas y
anotaciones de genes. La secuencia mas larga de cada grupo se sometié a un
analisis de similitud, usando sBLAT (Kent, 2002). Estas busquedas de similitud de
secuencia se calcularon con la base de datos de proteinas derivada del M5nr, la
cual, es una base de datos no redundante integrada por otras bases como:
GenBank (Benson et al., 2013), SEED (Overbeek et al., 2005), KEGG (Kanehisa et
al., 2002), entre otras (Meyer et al., 2008). A este conjunto de pasos se le considero

como: Anotacion de funciones o caracteristicas.

A partir del andlisis realizado con MG-RAST se obtuvieron los perfiles de
abundancia bacteriana a nivel de Filo, Clase, Orden, Familia y Género para los

sujetos control y pacientes con SlI.

Las muestras correspondientes a los 3 sujetos control se designaron como: CTRL-
1, CTRL-2, CTRL-3; mientras que, las muestras de los 4 pacientes con Sll se
designaron como: SlI-1, SlI-2, SlI-3, SlI-4.
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6. Generacion de perfiles de abundancia

Para cada nivel taxonémico, los perfiles de abundancia se calcularon utilizando el
porcentaje de secuencias asignadas a cada taxdn. Se consideraron los grupos
bacterianos que eran mas abundantes y ademas se encontraban presentes en

todas las muestras.

7. Anédlisis estadistico

Se realizé una prueba t de dos grupos (control y pacientes con SllI) para cada nivel

taxonomico, donde p<0.05 se considerd con una diferencia significativa.
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RESULTADOS

1. Analisis de los datos de secuenciacion

En las tabla 4 y 5 se muestran los datos generales obtenidos de la secuenciacion

de cada una de las muestras antes y después del control de calidad.

Tabla 4. Estadisticas de los datos de secuenciacion por muestra.

Muestra Total de pares de bases (pb) | Total de secuencias| Longitud media (pb)
CTRL-1 53,662,890 119,226 450 £ 11
CTRL-2 54,311,705 119,767 453 £ 10
CTRL-3 38,166,288 84,511 425 £ 10

Sil-1 38,734,213 85,989 450+ 19

Sll-2 44,614,995 98,995 451 £ 20

SIl-3 47,838,769 104,957 456 + 16

Sll-4 42,810,445 95,158 450 £ 23

Tabla 5. Estadisticas de los datos de secuenciacion después realizar el proceso de control

de calidad en cada muestra

Muestra Total de pares de bases (pb) | Total de secuencias| Longitud media (pb)
CTRL-1 1,454,187 3,219 452 = 11
CTRL-2 1,497,008 3,304 453 = 11
CTRL-3 1,668,633 3,701 451 = 11

Sli-1 1,506,069 3,323 453 £ 12

Sli-2 1,050,531 2,318 453 £ 12

SlI-3 1,303,008 2,858 456 + 11

Sli-4 1,191,863 2,633 453 + 14

En la tabla 4 se pueden observar los datos crudos, estos valores no son
representativos del niumero de secuencias ya que fueron obtenidos antes del
proceso QC; mientras que, en la tabla 5 se muestran los valores que fueron
obtenidos post QC, es decir, después de un filtrado de control de calidad, en donde

se eliminan las lecturas duplicadas artificiales, se realiza el recorte de lecturas
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basado en calidad, el recorte de lecturas basado en longitud y la deteccion de ADN
de organismos modelo o humanos.

El nimero total de pares de bases y secuencias, disminuyeron después del QC,
como se esperaba, los datos post QC son representativos y nos indica que la
muestra en la que se obtuvo una mayor cantidad de pares de bases corresponde a
la muestra CTRL-3; mientras que, la menor cantidad se obtuvo en la muestra SlI-
2. La longitud media después del filtrado de calidad para cada muestra fue de 451
a 456 pb y se puede calcular al dividir el numero total de bases entre el total de

secuencias de cada muestra.

Ahora bien, para determinar la calidad de una lectura se utilizé la puntuacién phred,
Q o score. Este es un valor entero que representa la probabilidad estimada de un
error, es decir, que la base es incorrecta y p es la probabilidad de que la base en la
secuencia sea incorrecta. La puntuacion utilizada en MG-RAST fue la propuesta por
el programa, donde 15 fue la puntuacion phred mas baja que se consideré como
una base de alta calidad. Esto indica que un puntaje de calidad phred 15 tiene un p
de 0.3162, es decir, la probabilidad de tener un error entre 31.62 bases.

2. Perfiles K-mer

Los datos de secuenciacion fueron analizados en el servidor MG-RAST, este
servidor gener6 los perfiles de K-mer para cada muestra, permitiendo observar la
cobertura K-mer, es decir, el equivalente al nimero de observaciones de cada K-
mer frente al tamafio de la secuencia. En la Figura 4 se encuentran los perfiles

obtenidos para cada muestra de sujetos control y pacientes con SlI.

En general, en las muestras control se observdé una mayor cobertura, a diferencia
de las muestras de Sll. En el caso de la muestra CTRL-3, esta presentd una menor
cobertura. Mientras que la muestra SllI-3 present6 la mayor cobertura de entre las

cuatro muestras de pacientes con SlI.
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3. Curvas de Rarefaccion

La curva de rarefaccidon es una grafica que muestra el nimero total de anotaciones
de especies distintas en funcion del nimero de secuencias muestreadas por
muestra (Meyer, 2019). En la Figura 5 se muestran las curvas de rarefaccion

obtenidas para los sujetos control y los pacientes con SlI.

En general, en las curvas de las muestras control se observé un mayor numero de
recuento de especies respecto al nimero de secuencias, a diferencia de las
muestras de los pacientes con Sll. En el caso del grupo de los sujetos control, la
muestra CTRL-1 (Figura 5A) mostré un menor recuento de especies; mientras que,
la muestra CTRL-3 (Figura 5C) mostré un mayor recuento de especies con una
menor cantidad de lecturas. Por otro lado, en el grupo de pacientes con Sll, la
muestra con menor recuento de especies fue la Sll-2 (Figura 5E) y la de mayor

recuento de especies fue la SlI-1 (Figura 5D)
En la Figura 6 se muestran las curvas de rarefaccion de las 7 muestras de manera

conjunta, en donde se puede apreciar de una mejor forma que la rigueza microbiana

es menor en los pacientes con Sll en comparacion con los sujetos control.
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4. Analisis de coordenadas principales (PCoA)

De manera general, el PCoA se utiliza para describir la distancia entre las muestras;
cuanto mas cercana es la distancia de las muestras mas similares son, es decir, los
puntos mas cercanos representan comunidades microbianas similares (Meyer,
2019).

Para este analisis, se obtuvo un PCoA por separado para cada nivel taxonémico,
los cuales estan basados en distancias euclidianas. En este caso, se eligieron 3
niveles taxondmicos para su presentacion y analisis: Filo, Orden y Género (Figuras
7,8y9).
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En cada PCoA es posible observar la similaridad o disimilaridad de comunidades
bacterianas entre los dos grupos de muestras incluidos en el estudio: muestras de
sujetos control y muestras de pacientes con SllI. En la Figura 7 se presenta el PCoA
a nivel de Filo, donde es posible observar que los puntos correspondientes al grupo
control se encuentran alineados, por su parte, los puntos de las muestras de SlI se
encuentran también alineados, resaltando que el punto correspondiente a SlI-2 se
aleja del resto de puntos para Sll. Las distancias entre cada muestra de cada grupo
son cercanas, mientras que si se compara con las del otro grupo son distancias mas

lejanas.

Asi mismo en la Figura 8, que muestra el PCoA a nivel de Orden se observa que
las distancias entre las muestras de cada grupo son alun mas cercanas. Ambos
grupos, sujetos control y pacientes con Sl se pueden distinguir con facilidad,
destacando nuevamente el punto SlI-2, el cual se encuentra alejado de ambos
grupos, corroborando asi la diferencia que cuenta esta muestra respecto al grupo
de SlII.

En la Figura 9, que corresponde al PCoA a nivel de género, las distancias entre las
muestras son cercanas, resaltando de nuevo la muestra SlI-2, la cual se encontrd
inmersa dentro del grupo control, ya que se ubicé dentro de esa linealidad de las
muestras control. Mientras que, la muestra CTRL-3 destaco de entre ese grupo por
encontrarse a una distancia mas alejada, es decir con una menor similitud, respecto

a las otras muestras control.

En este analisis se encontr6 que la muestra SlI-2 presenta una disimilitud con las
muestras de los pacientes con Sll, pues se encontrd siempre a una distancia mas
grande. A partir de este hallazgo, se decidié descartar la muestra SlI-2 del andlisis

estadistico de las comunidades microbianas.
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5. Composicién de la microbiota intestinal en las muestras de estudio

Los perfiles de abundancia se determinaron con los grupos bacterianos mas
abundantes y que ademas estuvieron presentes en la mayoria de las muestras para

sujetos control y pacientes con SlI.

En la Figura 10 se muestran los 5 filos mas abundantes en cada una de las muestras
de estudio. En general, se observa un aumento del filo Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria y Verrucomicrobia en los pacientes con Sll y una disminucion en el

filo Bacteroidetes, dicha disminucién fue significativa (p=0.04), ver Figura 15 A.
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Figura 10. Perfil de abundancia a nivel de filo en sujetos control (CTRL) y pacientes
con SlI (SlI).

Dentro de los grupos con menor abundancia, no representados en la Figura 10,
también se observaron filos presentes o aumentados en los pacientes con Sll. Tal
es el caso de Fusobacteria y Streptophyta, los cuales se encontraron con mayor
abundancia en sujetos con SllI (Ver Anexo, Tabla 1).

En la Figura 11 se muestran los perfiles de los 5 grupos mas abundantes a nivel de
clase. En esta figura se observa que el Unico grupo bacteriano con disminucién en
los pacientes con Sll fue el de Bacteroidia y que ademéas su diferencia es
significativa (p=0.04), ver Figura 15 B. Mientras que, los grupos restantes

presentaron un aumento en estos pacientes.
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Figura 11. Perfil de abundancia a nivel de clase en sujetos control (CTRL) y pacientes
con SlI (SlI).

Algunos grupos del filo Proteobacteria también presentaron un aumento en
pacientes con Sll, como: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria vy
Gammaproteobacteria. Asi como Bacilli dentro del filo Firmicutes (Ver Anexo, Tabla
2).

En la Figura 12 se muestran los perfiles de los 10 grupos mas abundantes a nivel
de orden. Para los pacientes con SllI, se puede observar que el grupo Bacteroidales
presentd una disminucion, la cual fue significativa (p=0.02), ver Figura 15 C.
Ademas, se presenté una disminucion en Bifidobacteriales y Coriobacteriales; los
grupos restantes presentaron un aumento en pacientes con Sll respecto a los
controles. En los Actinomycetales se observo un aumento significativo (p=0.02), ver
Figura 15 C.
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Figura 12. Perfil de abundancia a nivel de orden en sujetos control (CTRL) y pacientes
con SlI (SII).

A nivel de orden, también se observé que los Sphingobacteriales sélo estan
presentes en pacientes con Sll; mientras que, los Enterobacteriales vy
Pseudomonadales presentaron un aumento en pacientes con Sll (Ver Anexo, Tabla
3).

En la Figura 13, se muestran los perfiles de los 10 grupos mas abundantes a nivel
de familia. Entre los grupos que presentaron un incremento en su abundancia en
pacientes con Sll estan Clostridiaceae, Ruminococcaceae, Veillonellaceae,
Bifidobacteriaceae y Erysipelotrichaceae. Los grupos restantes mostraron una
disminucién en pacientes con SlI, donde el grupo Eubacteriaceae presenté una
diferencia significativa (p=0.04), ver Figura 15 D.
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Figura 13. Perfil de abundancia a nivel de familia en sujetos control (CTRL) y pacientes
con SlI (SII).

Ademas, las familias Bacillaceae, Lactobacillaceae, Staphylococcaceae,
Enterococcaceae, Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Fusobacteriaceae
también presentaron un incremento en pacientes con Sll. Por otra parte, en los
pacientes con Sll se encontraron presentes las familias Clostridiales Familia XI,

Incertae Sedis y Sphingobacteriaceae (Ver Anexo, Tabla 4).

En la Figura 14 se muestran los perfiles de los 11 grupos mas abundantes a nivel
de género en donde se observa un aumento de Clostridium, Ruminococcus y
Faecalibacterium en los pacientes con Sll. Los grupos restantes presentaron una
disminucién en estos pacientes.
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Al igual que a nivel de familia, los géneros Lactobacillus, Enterococcus y
Pseudomonas presentaron un aumento en pacientes con Sll, asi como Dorea,

Veillonella, Coryneobacterium, Dietzia y Propionibacterium (Ver Anexo, Tabla 5).

Para este nivel taxondmico no se encontré una diferencia significativa entre los
grupos bacterianos de pacientes con Sll y sujetos control, aun asi, se puede
observar el cambio en la diversidad de la microbiota intestinal en el sindrome de

intestino irritable.

Finalmente, en la Figura 15 se muestran los perfiles de abundancia en los que se
encontré una diferencia significativa en los porcentajes de secuencias entre sujetos
control y pacientes con SllI. En las graficas se muestra el valor de p, cuando este
valor es igual o menor que 0.05 indica que entre los dos grupos hay diferencia
estadisticamente significativa; mientras que, un valor de p mayor que 0.05 indica

gue no existen diferencias entre los valores de ambos grupos.
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DISCUSION

El presente estudio es uno de los pocos que se tienen en México y en Latinoamérica
en donde se describe y analiza la composicién bacteriana del microbioma intestinal

a diferentes niveles taxonémicos, desde filo hasta género, en pacientes con SlI.

En general, en la mayoria de los estudios que abordan la composicion del
microbioma intestinal las muestras que mas se emplean son de materia fecal; en
contraste, el presente estudio se realiz6 con biopsias de colon descendente, puesto
que se ha estudiado que la composicién de la microbiota difiere significativamente
en los distintos nichos (Zoetendal et al., 2002). La comunidad bacteriana
predominante asociada a la mucosa es especifica del huésped y se distribuye
uniformemente a lo largo del colon, pero de manera significativamente diferente a
la de la comunidad fecal (p<0.01) (Zoetendal et al., 2002). Una ventaja del uso de
biopsias es que son representativas de la microbiota de la mucosa presente en el
sitio de la enfermedad (Carco et al., 2020), por lo que son una opcién mas directa
de estudiar patologias o tratamientos intestinales relacionados con la microbiota.
Ademas, las biopsias pueden extraerse en condiciones controladas y conservarse
inmediatamente mediante congelacién (Durban et al.,, 2011). Es importante
mencionar que la toma de biopsias es un procedimiento invasivo, por lo que en la

mayoria de los casos se opta por la recoleccion de materia fecal.

La secuenciacion por amplicones del gen 16S ARNr es uno de los métodos mas
usados para el analisis de la microbiota intestinal humana. Este gen consta de
regiones tanto conservadas como variables, donde la region conservada hace
posible la amplificacion universal; mientras que, la secuenciacién de las regiones
variables permite la discriminacion entre diferentes microorganismos, como
bacterias. Ademas, la secuenciacién del gen 16S ARNr tiene como ventaja su alta
velocidad, rentabilidad y precision. Sin embargo, también cuenta con algunas
limitantes, la caracterizacion de las comunidades microbianas que utilizan el gen
16S ARNr se ha visto obstaculizada por las diferencias inherentes generadas en los

perfiles de la comunidad al secuenciar diferentes regiones hipervariables, longitudes
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de lectura cortas y dificultades de clasificacion taxonémica debido a la resolucién
limitada para especies estrechamente relacionadas, ya que existen algunos
miembros genéticamente muy relacionados que carecen de un origen monofilético
claro (O’Callaghan et al., 2021).

En el presente estudio se usaron para la secuenciacion las regiones V3-V4 del gen
16S ARNr. La region V4 presenta secuencias muy conservadas comparada con
otras regiones; aun asi, ha aumentado en popularidad a medida que los estudios
sobre estimaciones de diversidad alfa y beta (es decir, medidas de diversidad dentro
y entre muestras, respectivamente) y asignaciones taxonémicas han indicado que
este sitio genera las descripciones mas precisas. Ademas, su longitud relativamente
corta ha permitido la superposicion completa de la lectura de secuenciacion directa
e inversa. Por otro lado, la region V3 presenta una mayor variacion en su secuencia,
por lo que es una regién con mayor hipervariabilidad en este gen (Drengenes et al.,
2021). En el estudio de Chakravorty y cols., donde amplificaron las regiones del gen
16S ARNr en comunidades bacterianas, la region V3 se utilizé para discriminar entre
9 géneros y 110 especies de bacterias. Esta region tiene una longitud corta de 64
pb, y revelé que entre las posiciones 456-479 se encuentra la mayor variacion de

cambios en la secuencia, conocidos como SNP (Chakravorty et al., 2007).

Tomando en cuenta estos antecedentes se secuenciaron, por el método de
amplicones del gen 16S ARNr, 4 muestras de pacientes con Sll y 3 muestras control
de sujetos clinicamente sanos. En los 7 metagenomas analizados se observé una
longitud media de lecturas de 451-456 pb. De acuerdo con la Tabla 4, la longitud de
las lecturas y el nUmero de secuencias es mayor en las muestras control en

comparacion con las muestras con Sll.

Una forma de abordar el correcto alineamiento en un metagenoma es gracias al uso
de k-meros, los cuales son subsecuencias en cadenas de longitud fija k, los k-meros
se componen de nucleétidos (A, T, G y C). Es, por tanto, un método que permite
describir conjuntos de datos de secuencias que pueden respaldar inferencias sobre

el tamafo y la cobertura del genoma (Meyer, 2019).
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Los perfiles k-mer que se obtuvieron para las muestras estudiadas nos proporcionan
informacion acerca de la cobertura que se tuvo en cada una de las muestras. Esto
significa que, la cobertura k-mer es equivalente al nimero de observaciones de cada
k-mer, pues se cuentan las apariciones de cada k-mer en el conjunto de secuencias
(Meyer, 2019). Para el caso de los sujetos control se obtuvo una mayor cobertura,
lo que se explica puesto que también presentaron un mayor nimero de secuencias;
por el contrario, las muestras de los pacientes con Sll mostraron una menor

cobertura, al presentar un menor nimero de secuencias.

En general, se observo que los metagenomas de los sujetos control tienen un mayor
namero de secuencias y por tanto mayor cobertura, pero esto no es un indicador de
si existe también una mayor diversidad microbiana. Por lo que, un método para
comparar el nimero de especies cuando las muestras difieren en tamafio es la
rarefaccion. El nUmero de especies es, quizas, el atributo mas frecuentemente
utilizado para describir de forma taxondmica un metagenoma, ya que es una
expresion mediante la cual se obtiene una idea rapida y sencilla de su diversidad
(Jiménez-Valverde et al., 2003).

En las curvas de rarefaccion, la pendiente de la parte derecha esta relacionada con
la fraccién de especies muestreadas que son raras. En tanto que, a la izquierda,
una pendiente pronunciada indica que queda por descubrir una gran fraccion de la
diversidad de especies (Meyer, 2019). Las curvas, en general, aumentan
rapidamente al principio y luego se estabilizan hacia una asintota a medida que se
encuentran menos especies nuevas respecto al numero de lecturas que se realiza.
A una mayor profundidad de estudio, produciria s6lo unas pocas especies

adicionales (Meyer, 2019).

Las curvas de rarefaccion que corresponden a las muestras control (Figura 5 A-C)
muestran un mayor recuento de especies, o que demuestra que existe una mayor
rigueza de grupos bacterianos en sujetos control. En la Figura 7, en donde se
muestran en conjunto las curvas de rarefaccion de todas las muestras, es posible
observar que la rigueza microbiana es mayor en los sujetos control; en contraste

con los pacientes con Sll en donde la diversidad es menor. De hecho, en estudios
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previos se ha descrito que la diversidad microbiana de los pacientes con Sl difiere
a la de los sujetos control (Chong et al., 2019). Especificamente, las bacterias
benéficas disminuyen y las bacterias patdgenas aumentan. La mayor riqueza y
diversidad de la microbiota se considera un indicador de buena salud; mientras que,
la disminucién de la diversidad y el desequilibrio de la microbiota pueden estar
estrechamente relacionados con wuna amplia gama de enfermedades,

especialmente las intestinales (Cui et al., 2021).

MG-RAST utiliza el analisis de PCoA para reducir la dimensionalidad de las
comparaciones de multiples muestras que consideran anotaciones funcionales o
taxonomicas. La reduccion de dimensionalidad es un proceso que permite que la
variacion compleja que se encuentra en grandes conjuntos de datos, por ejemplo,
los valores de abundancia de roles funcionales o especies anotadas en muestras
metagendmicas, se pueda reducir a un niumero menor de variables que se pueden
visualizar como diagramas de dispersibn simples bidimensionales o
tridimensionales (Meyer, 2019). Los gréficos permiten la interpretacion de los datos
multidimensionales en una presentacion mas amigable. Las muestras que exhiben
perfiles de abundancia similares (taxonémicos o funcionales) se agrupan, en tanto

que, las que difieren se encuentran mas separadas.

En el analisis de PCoA de los metagenomas estudiados a diferentes niveles
taxonomicos (Figuras 8, 9 y 10) se observa que el grupo de las muestras control se
separa del grupo de las muestras de pacientes con Sll, por lo que se cumple la
similaridad entre muestras. A excepcion de la muestra Sll-2, la cual se encuentra a
un punto medio entre ambos grupos, a una mayor distancia de las otras muestras
de Sll, y es por esta razon que se excluyé de analisis posteriores. Es importante
resaltar que la muestra SlI-2 también es la que cuenta con la menor cantidad de
lecturas en pb y menor recuento de especies dentro del grupo de SIl. El
comportamiento de esta muestra, que, si bien parece estar mas cercano a las
muestras de sujetos control, puede explicarse debido a la variacion interindividual,
el tipo de Sl que padece, ademas de que puede influir el grado o estadio de la

enfermedad en el sujeto al momento de obtenerse la muestra.
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El analisis a nivel taxondmico de la composicion de la microbiota intestinal en los
metagenomas estudiados revel6 que los filos con mayor abundancia corresponden
a Firmicutes y Bacteroidetes, pero para el grupo de los controles, Bacteroidetes
presentdé mayor abundancia en comparacion con los pacientes con Sll. Estos
hallazgos concuerdan con lo descrito previamente en la literatura, donde
Bacteroidetes y Firmicutes constituyen los dos filos que dominan en el intestino
humano y comprenden mas del 90% de todo el microbioma humano (Rangel et al.,
2015).

A nivel de filo, se observé un aumento en la abundancia de Firmicutes en pacientes
con Sll. Este cambio se ha descrito previamente en diversos estudios (Rajili¢-
Stojanovic et al., 2011; Jeffery et al., 2012; Chung et al., 2016). Este aumento fue
relativamente consistente a través de los diferentes niveles taxondmicos. Como
clase predominante dentro del filo Firmicutes, Clostridia estuvo presente en niveles
elevados en pacientes con Sll, y a nivel de orden, se observé también una mayor
abundancia de Clostridiales. A pesar de estos cambios observados no se encontrd
un aumento significativo de Clostridium, como se esperaba, ya que en diversos
estudios se ha descrito este cambio (Jeffery et al.,, 2012; Rangel et al., 2015;
Schmulson et al., 2017).

Recordemos que la microbiota intestinal juega un papel clave en el metabolismo de
carbohidratos para la produccién de AGCC, que son los principales productos de la
fermentacién bacteriana del colon, desempefiando una parte esencial en la
preservacion de las funciones de barrera intestinal, asi como con propiedades
inmunomoduladoras y antiinflamatorias. Los AGCC son esenciales para alimentar
las células epiteliales intestinales y fortalecer la funcién de barrera intestinal (Garcia-
Zermefo y Remes-Troche, 2018). Ademas, un metabolismo alterado de los AGCC
se ha asociado con la fisiopatologia del Sl (Duan et al., 2019). En Clostridia, grupo
con incremento en los pacientes con Sll, se pueden encontrar especies que

degradan varios compuestos organicos y producen AGCC.

48



En el analisis, también se encontraron diferencias en la abundancia de bacterias
productoras de otros AGCC como butirato y propionato. Los principales grupos
bacterianos productores de butirato son Roseburia y Eubacterium, los cuales en
este estudio se encontraron disminuidos en pacientes con Sll, y en especial la
familia Eubacteriaceae, su disminucion fue significativa (Figura 16-D). Es
interesante mencionar que, en el estudio de Jia y cols. se detectaron niveles
significativamente mas bajos de Roseburia y E. rectale en pacientes con SlI-C en
comparaciéon con los control, asi como una disminucion en la concentracién de

butirato en pacientes con SlI-C (Jia et al., 2019).

Otro grupo bacteriano productor de butirato es Faecalibacterium, el cual se encontrd
aumentado en pacientes con SlI (Figura 15). El butirato es el AGCC preferido por
los colonocitos para mantener la funcion de barrera intestinal normal. El butirato y
el acetato son necesarios para el funcionamiento normal de las interacciones
hospedero-microbiota, pues tienen efectos benéficos en relacion con el estrés
oxidativo y la inflamacion, la energia para el epitelio colonico, la modulacion de la
proliferacion celular y la proteccion contra las infecciones gastrointestinales
(Bedford y Gong, 2018).

El butirato, también desempefia un papel antiinflamatorio induciendo células
inmunitarias reguladoras, con una reduccion de la expresion de citocinas
proinflamatorias como INF-y, TNF-qa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y un aumento de IL-10y
TGF-B (Bedford y Gong, 2018). Otro miembro importante del filo Firmicutes es
Lactobacillus, el cual presenté un aumento en pacientes con Sll (Anexo, Tabla 5).
Diversos estudios han demostrado que Lactobacillus aumenta en la microbiota de
pacientes con Sll (Shukla et al., 2015; Barandouzi et al., 2021). Diferentes especies
y cepas de Lactobacillus pueden tener actividades tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias (Neville et al., 2012), es prudente considerar solo a los Lactobacilli
flagelados moviles como proinflamatorios obligatorios (Jeffery et al., 2012).

Por otra parte, Lactobacillus es considerado el principal productor de acido lactico.
La disminucidén de este acido se asocia a un deterioro de la barrera de defensa

intestinal (Elshaghabee et al., 2017), que coincide con cambios en la integridad de
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la mucosa y la funcién de la unién estrecha (Konig et al., 2013). De hecho, se
considera que un incremento en la permeabilidad de la membrana puede ser un

factor etiologico potencial en pacientes con SlI.

Interesantemente, un estudio realizado por Tana y cols. mostré un aumento de
Lactobacillus y Veillonella en los pacientes con Sll, grupo que también se encontro
aumentado en este estudio (Anexo, Tabla 5), asi como mayores niveles de acetato,
propionato y acidos organicos totales (Tana et al., 2010). De acuerdo a esto, el
aumento en Lactobacillus y Veillonella que se presentd, puede dar lugar a una
produccion de niveles mas altos de acido acético y acido propiodnico a partir de

nutrientes de la luz intestinal en pacientes con SlI.

El filo Firmicutes también tiene una participacion importante en el eje microbiota-
intestino-cerebro, el cual es el eje regulador de la interaccion bidireccional del SNC

con el sistema nervioso entérico (ENS), el sistema neuroendocrino e inmunoldgico.

La 5-HT parece ser una de las moléculas clave en la patologia del Sll a través del
aumento de la permeabilidad epitelial, la hipersensibilidad visceral, la activacion de
las células inmunes y los cambios en la motilidad, todos los cuales inducen de
manera conjunta los sintomas del Sll (Mishima e Ishihara, 2020). Se ha encontrado
que, en especifico, los receptores 5-HT3 se asocian a excitacion del tracto Gl y por
lo tanto a un aumento de la motilidad intestinal, secrecién y sensibilidad (Garcia-
Zermeio y Remes-Troche, 2018). Existen diversas bacterias productoras de 5-HT
como Streptococcus y Enterococcus. Especificamente, en este estudio se observé

un incremento de Enterococcus en pacientes con Sll (Figura 15).

De acuerdo con el estudio de Luo y cols. se ha descrito que los niveles de 5-HT
aumentan en la sangre de pacientes con Sll en comparacion con los sujetos control
(Luo et al., 2021). Se sabe, ademas, que un exceso de 5-HT puede desencadenar
aferentes neuronales primarios, lo que da lugar a hiperalgesia visceral (Barbara et

al., 2011), contribuyendo de esta forma a la sintomatologia del SlI.

El género Ruminococcus también se encontré con niveles aumentados en los

pacientes con Sl (Figura 15). Este grupo bacteriano participa en la degradacion de
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mucina, resultando relevante que las bacterias que degradan mucina tienen un
papel importante en la modulacién de la respuesta inflamatoria intestinal en la

superficie de la mucosa (Tailford et al., 2015).

En este estudio se encontrdé una disminucién significativa de Bacteroidetes (filo),
Bacteroidia (clase) y Bacteroidales (orden) en pacientes con Sll (Figuras 16 By C).
Los Bacteroidetes son bacterias que participan de manera importante en el
metabolismo de glicanos y como producto final estan los AGCC. La producciéon de
diferentes tipos de glicanos por Bacteroides también ayuda al mutualismo, ya que
su produccion es esencial para la supervivencia bacteriana y proporciona
propiedades inmunomoduladoras benéficas para el huésped (Benitez-Péez et al.,
2017). Asi pues, Bacteroides comprende un grupo de bacterias altamente
competitivas para sobrevivir en el tracto Gl, lo que se ve reflejado en su abundancia
en sujetos control, pero no en los pacientes con Sll, principalmente debido al

aumento de otros grupos bacterianos y de patégenos.

En el filo Actinobacteria, existen también grupos involucrados en el metabolismo de
AGCC como, Bifidobacteriales (orden), Bifidobacteriaceae (familia) vy
Bifidobacterium (género), los cuales se encontraron disminuidos en pacientes con
Sl en comparacion de los sujetos control (Figuras 13-15). De acuerdo con diversos
estudios (Zhuang et al., 2018; Mari et al.,, 2020), esta reduccion conduce a
alteraciones en la produccién de AGCC, asi como de la actividad inmunoldgica y
también bactericida, lo que conduce a una alteracion sobre la funcion y estabilidad
de la microbiota. Ademas, se sabe que una especie de este grupo bacteriano,
Bifidobacterium adolescentis, produce acido acético y lactato (Collado y Sanz,
2006). Esta es una fuente potencial del aumento de AGCC en pacientes con SlI,
aungue en nuestro estudio esta limitado hasta nivel de género, seria interesante
realizar un estudio a nivel de especies para conocer la riqueza que se tiene de esta

especie ya que predomina sobre otras especies de Bifidobacterium.

Bifidobacterium también esta involucrado en el metabolismo de acidos biliares. Este
grupo tiene un papel importante en la transformacién de los acidos biliares en el
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intestino (James et al., 2021). Es, ademas, una actividad metabdlica que exhiben
casi todas las bifidobacterias, ya que se ha descrito que, entre los microorganismos
considerados probioticos, las bifidobacterias muestran una actividad de BSH

particularmente alta (Jarocki et al., 2014).

A nivel de orden, se encontr6 un aumento significativo en pacientes con Sll de
Actinomycetales (Figura 16C). Diversas especies de Actinomycetales producen
formiato, acetato, succinato, lactato y varios antibioticos; su potencial metabdlico
podria ser descomponer y reciclar compuestos organicos en el sistema
gastrointestinal humano (Li et al., 2018). Estudios recientes describen que las
especies de Actinomycetales no estan relacionadas con la patogenia del SllI; sin
embargo, las bacterias acompafiantes podrian elaborar las toxinas y enzimas, asi

como inhibir las defensas del huésped para facilitar las infecciones (Li et al., 2018).

A nivel de género, en este estudio, Corynebacterium presenté un aumento en los
pacientes con Sll respecto a los sujetos control. Las bacterias de este género tienen
la capacidad metabdlica para sintetizar 5-HT (Binda et al., 2018). Por otro lado,
Corynebacterium también es productora de glutamato. El glutamato parece estar
implicado en el mecanismo de las respuestas inflamatorias intestinales y cerebrales
(Mishima e Ishihara, 2020).

Finalmente, se encontré6 una disminucion en pacientes con Sl del filo
Verrucomicrobia (Figura 11). Dentro de este filo hay algunas bacterias que son
degradadoras de mucina, como Akkermansia, género que igualmente se encontrd
disminuido en pacientes con Sll (Anexo, Tabla 5). Una especie en especifico,
Akkermansia muciniphila, ha mostrado una reduccion en pacientes con Sll en
algunos estudios (Bajer et al., 2017 y Png et al., 2010). Akkermansia puede tener
también efectos benéficos en el hospedero, en un estudio reciente se describi6 a A.
muciniphila como un probiotico potencial que puede hacer uso de la mucina
gastrointestinal para mantener el equilibrio microbiano del intestino al convertir la
mucina en subproductos benéficos (Zhang et al., 2019). Por el contrario, la ausencia
de esta bacteria podria afectar el uso de mucinas como fuente de carbono por otras

bacterias que son miembros importantes de la comunidad microbiana en individuos
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sanos (Bajer et al., 2017). Ya que se sabe que la mucina es usada como fuente de
energia por algunas bacterias, especificamente del 1 hasta el 3% de las bacterias

totales en el intestino (Derrien et al., 2008).

53



CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré determinar la composicion de la microbiota intestinal
en pacientes con Sindrome de Intestino Irritable en México. Las diferencias entre la
composicién de la microbiota intestinal de pacientes con Sll y sujetos control se
presentaron a los niveles de la clasificacion taxonomica de filo a género, con una
disminucién significativa de Bacteroidetes (filo), Bacteroidia (clase), Bacteroidales
(orden) vy Eubacteriaceae (familia). En contraste, el Unico grupo en presentar un

aumento significativo fue Actinomycetales (orden).

Los cambios observados en la microbiota intestinal de los pacientes con Sindrome
de Intestino Irritable pueden estar relacionadas con la fisiopatologia de esta
enfermedad. Se sabe que estas bacterias son productoras de diferentes moléculas
como AGCC, &cidos biliares y serotonina, las cuales estan involucradas en el
metabolismo y sefalizacion de procesos que se han descrito como claves en la

fisiologia del SlI.
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PERSPECTIVAS

Para seguir estudiando y profundizar acerca de la composicion del microbioma
intestinal en pacientes con Sll, se sugiere que el nimero de muestras de pacientes
y sujetos control sea mayor al de este estudio. Asi como hacer un analisis por
separado de acuerdo con los diferentes subtipos del Sll, y de esta manera clarificar

si se tiene un perfil de microbioma intestinal para cada subtipo.

Siguiendo el analisis de grupos bacterianos y sus metabolitos relacionados, se
sugiere analizar y cuantificar cada metabolito para conocer los cambios ocurridos
en estos y; de esta forma, comprender los mecanismos moleculares involucrados

en la etiologia del SIl mediados por la microbiota intestinal.
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ANEXO |

Tabla 1. Resultados de la asignacion taxonémica a nivel de Filo

Nivel taxonémico

Filo

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria
Verrucomicrobia
Fusobacteria
Deinococcus-Thermus
Arthropoda
Streptophyta
Cyanobacteria
Basidiomycota
Acidobacteria
Synergistetes
Euryarchaeota

NC (derivado de Bacteria)
NC (derivado de secuencias no clasificadas)

55652 (52.77%)
45413 (43.06%)
765 (0.73%)
1613 (1.53%)
1010 (0.10%)
105 (0.10%)
404 (0.38%)

1409 (1.34%)

40162 (36.09%)
68180 (61.27%)
29 (0.03%)
845 (0.76%)
9 (0.01%)
187 (0.17%)
51 (0.05%)

1806 (1.62%)

Numero de Secuencias (%)

Sli-1 Sll-2 SiI-3 Sii-4
23494 (34.78%) | 16938 (28.54%) | 45855 (64.57%) | 30572 (46.20%) | 33713 (40.45%)
40399 (59.80%) | 15284 (25.75%) | 21919 (30.86%) | 18668 (28.21%) | 34854 (41.82%)

1731 (2.56%)
301 (0.45%)

634 (0.94%)
8 (0.01%)

23 (0.03)
171 (0.25%)
792 (1.17%)

1879 (3.17%)
1863 (3.14%)
1026 (1.73%)
16049 (27.04%)
380 (0.64%)
308 (0.52%)
927 (1.56%)
803 (1.35%)
278 (0.47%)

3540 (5.96%)
77 (0.13%)

281 (0.40%)
658 (0.93%)

327 (0.46%)

99 (0.15%)
927 (1.40%)

1319 (1.99%)

162 (0.24%)
1619 (2.45%)

12806 (19.35%)

671 (0.81%)
3011 (3.61%)

2274 (2.73%)

250 (0.30%)

8564 (10.28%)

NC: No clasificado
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Tabla 2. Resultados de la asignacién taxonémica a nivel de Clase

Nivel taxonémico

Clase

Bacilli

Clostridia

Erysipelotrichi

Negativicutes

Bacteroidia

Cytophagia

Flavobacteria
Sphingobacteria
Actinobacteria (clase)
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Verrucomicrobiae

Deinococci

Solibacteres

Fusobacteria (clase)

Insecta

NC (derivado de Streptophyta)
NC (derivado de Cyanobacteria)
NC (derivado de Bacteria)

NC (derivado de secuencias no clasificadas)

1452 (1.38%)
50160 (47.59%)
1714 (1.63%)
2273 (2.16%)
45195 (42.88%)
217 (0.21%)

765 (0.73%)

1613 (1.53%)
101 (0.10%)

105 (0.10%)
404 (0.38%)

1409 (1.34%)

105 (0.09%)
36402 (32.77%)
1556 (1.40%)
1905 (1.72%)
68179 (61.38%)

845 (0.76%)

28 (0.03%)

9 (0.01%)
187 (0.17%)
50 (0.05%)

1806 (1.63%)

Nimero de Secuencias (%)

Sli-1 Sll-2 SiI-3 Sll-4
301 (0.45%) 590 (1.00%) 701 (1.06%) 2294 (3.47%) 505 (0.619%)
21622 (32.27%) | 13423 (22.77%) | 35229 (53.30%) | 25135 (38.07%) | 32349 (38.94%)

1090 (1.639%)
136 (0.20%)
40368 (60.24%)

634 (0.95%)
8 (0.01%)

792 (1.18%)

1008 (1.71%)
1803 (3.06%)
12789 (21.69%)
2051 (3.48%)
438 (0.74%)
1863 (3.16%)
1341 (2.27%)
537 (0.91%)
1026 (1.74%)
380 (0.64%)
16049 (27.22%)
308 (0.52%)
418 (0.71%)
803 (1.36%)
3540 (6.00%)
77 (0.13%)

310 (0.47%)
5428 (8.21%)
21919 (33.16%)

658 (1.00%)
43 (0.07%)

238 (0.36%)

1244 (1.88%)

327 (0.49%)

2404 (3.64%)
734 (1.11%)
18474 (27.98%)

194 (0.29%)
927 (1.40%)
71 (0.11%)
28 (0.04%)

1319 (2.00)
162 (0.25%)
1475 (2.23%)

12806 (19.40%)

652 (0.79%)
30 (0.04%)
34854 (42.08%)

3011 (3.64%)
491 (0.59%)
32 (0.04%)
148 (0.18%)

250 (0.30%)

2035 (2.45%)

8564 (10.34%)

NC: No clasificado
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Tabla 3. Resultados de la asignacién taxonémica a nivel de Orden

Nivel taxonémico

Orden

Bacillales
Lactobacillales
Clostridiales
Erysipelotrichales
Selenomonadales
Bacteroidales
Cytophagales
Flavobacteriales
Sphingobacteriales
Actinomycetales
Coriobacteriales
Rhizobiales
Rhodobacterales
Sphingomonadales
Enterobacteriales
Legionellales
Oceanospirillales
Pseudomonadales
Neisseriales
Bifidobacteriales
Verrucomicrobiales
Fusobacteriales
Deinococcales
Synergistales
Isoptera
Brassicales

NC (derivado de secuencias no clasificadas)
NC (derivado de Bacteria)

244 (0.23%)
1208 (1.15%)
50160 (47.59%)
1714 (1.63%)
2273 (2.16%)
45195 (42.88%)
217 (0.21%)

663 (0.63%)
105 (0.10%)

1613 (1.53%)

101 (0.10%)

102 (0.10%)
404 (0.38%)

1409 (1.34%)

102 (0.09%)
36395 (32.77%)
1556 (1.40%)
1905 (1.72%)
68179 (61.39%)

20 (0.02%)

9 (0.01%)
513 (0.46%)
8 (0.01%)

187 (0.17%)
41 (0.04%)

1806 (1.63%)

NUmero de Secuencias (%)

SlI-1

SlI-2

SlI-3

Sll-4

40 (0.06%)
252 (0.38%)
21615 (32.26%)
1090 (1.63%)
136 (0.20%)
40368 (60.26%)

4 (0.01%)
445 (0.66%)

1281 (1.91%)
301 (0.45%)

23 (0.03%)
634 (0.95%)
8 (0.01%)

792 (1.18%)

510 (0.88%)
79 (0.14%)
13423 (23.27%)
1008 (1.75%)
1803 (3.13%)
12789 (22.17%)
2050 (3.55%)
438 (0.76%)
1279 (2.22%)
166 (0.29%)
141 (0.24%)
4 (0.01%)
1197 (2.08%)
393 (0.68%)
67 (0.12%)
18 (0.03%)

3 (0.01%)
418 (0.72%)
1026 (1.78%)
16049 (27.83%)
380 (0.66%)

308 (0.53%)

77 (0.13%)
3540 (6.14%)

701 (1.08%)
35229 (54.36%)
310 (0.48%)
5428 (8.38%)
21919 (33.82%)

158 (0.24%)
364 (0.56%)

327 (0.50%)

32 (0.05%)
2261 (3.50%)
25135 (38.90%)
2404 (3.72%)
734 (1.14%)
18474 (28.59%)

194 (0.30%)
771 (1.19%)
156 (0.24%)

162 (0.25%)
71 (0.11%)

12806 (19.82%)

501 (0.62%)
32249 (40.22%)
652 (0.81%)
30 (0.04%)
34854 (43.47%)

2467 (3.08%)
103 (0.13%)
247 (0.31%)

17 (0.02%)

11 (0.01%)
30 (0.04%)
441 (0.55%)

8564 (10.68%)

NC: No clasificado
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Tabla 4. Resultados de la asignacion taxondmica a nivel de Familia

Nivel taxonémico

Familia

Bacillaceae

Lactobacillaceae
Clostridiaceae

Clostridiales Familia XI. Incertae Sedis
Eubacteriaceae
Lachnospiraceae
Ruminococcaceae
Erysipelotrichaceae
Acidaminococcaceae
Veillonellaceae
Staphylococcaceae
Aerococcaceae
Leuconostocaceae
Sphingobacteriaceae

NC (derivado de Bacillales)
NC (derivado de Clostridiales)
Carnobacteriaceae
Enterococcaceae
Streptococcaceae
Peptococcaceae
Victivallaceae

NC (derivado de Sphingobacteriales)
Bacteroidaceae
Porphyromonadaceae
Prevotellaceae

Rikenellaceae
Cytophagaceae
Flavobacteriaceae
Vibrionaceae

Rhizobiaceae

3087 (3.46%)

2462 (2.76%)

15559 (17.44%)
16456 (18.45%)

1714 (1.92%)

2266 (2.54%)

242 (0.27%)
354 (0.40%)
267 (0.30%)
940 (1.05%)

40210 (45.07%)

945 (1.06%)

339 (0.38%)
217 (0.24%)

2422 (2.44%)
1316 (1.33%)
2058 (2.07%)
20189 (20.34%)
1556 (1.57%)
1120 (1.13%)
785 (0.79%)
9 (0.01%)

13 (0.01%)

5 (0.01%)
64076 (64.56%)
2047 (2.06%)
203 (0.20%)
478 (0.48%)

Nimero de Secuencias (%)

CTRL-3

SlI-1

SlI-2

SlI-3

SlI-4

8 (0.01%)
104 (0.18%)
2013 (3.40%)
766 (1.30%)
2569 (4.35%)
10470 (17.71%)
1090 (1.84%)
110 (0.19%)
25 (0.04%)
33 (0.06%)
107 (0.18%)
27 (0.05%)
16 (0.03%)
10 (0.02%)
8 (0.01%)

9083 (15.36%)
3690 (6.24%)
16769 (28.36%)
8734 (14.77%)

1836 (3.31%)
489 (0.88%)
1085 (1.96%)
8060 (14.59%)
1008 (1.82%)
1803 (3.26%)
133 (0.24%)
12 (0.02%)
438 (0.79%)
378 (0.68%)

59 (0.11%)

7242 (13.11%)
1211 (2.19%)
2611 (4.73%)
1645 (2.98%)

2050 (3.71%)

141 (0.26%)

813 (1.34%)

1339 (2.20%)
6541 (10.77%)
22480 (37.02%)

310 (0.51%)

5427 (8.94%)

16382 (26.98%)
459 (0.76%)
5077 (8.36%)

10 (0.02%)
551 (0.91%)
697 (1.15%)
406 (0.67%)
272 (0.45%)
2226 (3.68%)

19558 (32.34%)
2404 (3.97%)

338 (0.56%)
396 (0.65%)

22 (0.04%)

40 (0.07%)
5753 (9.51%)
427 (0.71%)

11708 (19.36%)

129 (0.21%)

264 (0.34%)
19115 (24.79%)
52 (0.07%)
90 (0.12%)
2682 (3.48%)
7328 (9.50%)
652 (0.85%)
30 (0.04%)
80 (0.10%)

30398 (39.43%)
594 (0.77%)
3710 (4.81%)
148 (0.19%)

118 (0.15%)
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Rhodobacteraceae
Sphingomonadaceae
Enterobacteriaceae
Legionellaceae
Halomonadaceae
Pseudomonadaceae
Neisseriaceae

NC (derivado de Alphaproteobacteria)
Dermabacteraceae
Gordoniaceae
Micrococcaceae
Nocardioidaceae
Bifidobacteriaceae
Corynebacteriaceae
Dietziaceae
Microbacteriaceae
Propionibacteriaceae
Coriobacteriaceae
Actinomycetaceae
Corynebacteriaceae
Streptomycetaceae
Thermomonosporaceae
Verrucomicrobiaceae
Fusobacteriaceae
Solibacteraceae
Deinococcaceae
Synergistaceae

NC (derivado de Bacteria)

NC (derivado de secuencias no clasificadas)

54 (0.06%)
134 (0.15%)
136 (0.15%)
91 (0.10%)
102 (0.11%)

1613 (1.81%)

101 (0.11%)

1409 (1.58%)

20 (0.02%)

8 (0.01%)

10 (0.01%)

513 (0.52%)

12 (0.01%)
301 (0.30%)
9 (0.01%)

1806 (1.829%)

1281 (2.17%)
445 (0.75%)

23 (0.04%)
792 (1.34%)

5 (0.01%)
1197 (2.17%)
393 (0.71%)

67 (0.12%)

18 (0.03%)

5 (0.01%)

40 (0.07%)
120 (0.22%)
44 (0.08%)
131 (0.24%)
418 (0.76%)
236 (0.43%)
166 (0.30%)
29 (0.05%)
141 (0.26%)
164 (0.30%)

1026 (1.86%)
16049 (29.04%)

380 (0.69%)

3540 (6.41%)
77 (0.14%)

238 (0.39%)

136 (0.22%)

149 (0.25%)

14 (0.01%)
364 (0.60%)

327 (0.54%)

16 (0.03%)
296 (0.49%)
156 (0.26%)

12806 (21.17%)

17 (0.02%)

14 (0.01%)
30 (0.04%)
250 (0.32%)

257 (0.33%)

441 (0.57%)

157 (0.20%)
193 (0.25%)
103 (0.13%)
690 (0.89%)
250 (0.32%)
283 (0.37%)
192 (0.25%)

248 (0.32%)

8564 (11.11%)

NC: No clasificado
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Tabla 5. Resultados de la asignacion taxondémica a nivel de Género

Nivel taxonémico

Género

Bacillus

NC (derivado de Clostridiales Familia XI.

Incertae Sedis)
Dialister
Lactobacillus

NC (derivado de Ruminococcaceae)
Gemella
Enterococcus
Butyricicoccus
Clostridium
Eubacterium
Coprococcus
Dorea
Robinsoniella
Roseburia
Shuttleworthia
Faecalibacterium
Ruminococcus
Blautia
Holdemania

NC (derivado de Erysipelotrichaceae)
Phascolarctobacterium
Sporomusa
Veillonella
Staphylococcus
Exiguobacterium
Aerococcus
Leuconostoc
Megasphaera
Leptotrichia
Streptococcus
Catenibacterium
Geobacillus
Weissella

242 (0.29%)
940 (1.11%)
894 (1.06%)
2193 (2.60%)
2462 (2.92%)
154 (0.18%)
74 (0.09%)
10947 (12.97%)
224 (0.27%)
14986 (17.75%)
1196 (1.42%)
354 (0.42%)
162 (0.19%)
1471 (1.74%)
1815 (2.15%)
451 (0.53%)

% secuencias

SlI-1

SlI-3

Sli-4

540 (0.55%)

233 (0.24%)

45 (0.05%)
2377 (2.42%)
1316 (1.34%)
456 (0.47%)

52 (0.05%)
1403 (1.43%)

11038 (11.26%)
8883 (9.06%)
52 (0.05)

8 (0.01%)
1547 (1.58%)
42 (0.04%)
187 (0.19%)
9 (0.01%)

7 (0.01%)

9 (0.01%)

12 (0.01%)
101 (0.17%)
121 (0.21%)
15 (0.03%)
14 (0.02%)
1986 (3.41%)
766 (1.32%)
145 (0.25%)
88 (0.15%)
1052 (1.81%)
2480 (4.26%)
7583 (13.02%)
27 (0.05%)
13 (0.01%)
972 (1.67%)
105 (0.18%)
5 (0.01%)
33 (0.06%)
8 (0.01%)
6 (0.01%)
9 (0.02%)
106 (0.18%)
5 (0.01%)
101 (0.17%)

59 (0.11%)
1830 (3.39%)
489 (0.91%)

898 (1.66%)
6056 (11.21%)
2003 (3.71%)

166 (0.31%)
849 (1.57%)
567 (1.05%)
131 (0.24%)
380 (0.70%)
12 (0.02%)
387 (0.72%)
159 (0.29%)

676 (1.12%)
813 (1.34%)
1339 (2.21%)
255 (0.42%)
161 (0.27%)
6123 (10.10%)
5001 (8.25%)
17478 (28.84%)

192 (0.32%)
350 (0.58%)
4756 (7.85%)

10 (0.02%)

406 (0.67%)
69 (0.11%)
550 (0.91%)
39 (0.06%)

156 (0.26%)
697 (1.16%)
272 (0.45%)

517 (0.86%)

1706 (2.83%)
14549 (24.14%)
4967 (8.24%)
59 (0.10%)
2345 (3.89%)
338 (0.56%)
129 (0.21%)
22 (0.04%)

264 (0.36%)

52 (0.07%)

157 (0.21%)

19114 (25.95%)
90 (0.12%)

895 (1.21%)

1668 (2.26%)
5722 (7.77%)
1605 (2.18%)

398 (0.54%)

29 (0.04%)

80 (0.11%)

249 (0.34%)
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Cellulosilyticum

NC (derivado de Lachnospiraceae)

Desulfitobacterium
Desulfotomaculum
Anaerotruncus
Ethanoligenens
Subdoligranulum
Pectinatus
Butyrivibrio
Coprococcus
Paenibacillus
Barnesiella
Bacteroides
Butyricimonas
Parabacteroides
Paraprevotella
Prevotella
Alistipes
Hymenobacter
Porphyromonas
Flavobacterium
Pedobacter
Sphingobacterium
Sphingobacterium
Chitinophaga
Tannerella
Odoribacter
Riemerella
Agrobacterium
Sphingomonas
Escherichia
Raoultella
Legionella
Halomonas
Pseudomonas
Chromobacterium
Rahnella

Vibrio

Neisseria

40210 (47.62%)
143 (0.17%)
413 (0.49%)

339 (0.40%)
217 (0.26%)

26 (0.03%)
7 (0.01%)
6 (0.01%)
5 (0.01%)
21 (0.02%)
11 (0.01%)
10 (0.01%)
89 (0.09%)
221 (0.23%)
64076 (65.37%)
37 (0.04%)
1249 (1.27%)
138 (0.14%)
65 (0.07%)
478 (0.49%)

7 (0.01%)

5 (0.01%)
12 (0.01%)

6 (0.01%)
11 (0.02%)
22 (0.04%)
71 (0.12%)
609 (1.05%)
33 (0.06%)

175 (0.30%)
9083 (15.60%)
2345 (4.03%)
824 (1.42%)
1785 (3.07%)
14958 (25.69%)
8733 (15.00%)

8 (0.01%)

5 (0.01%)
321 (0.55%)

95 (0.18%)
7242 (13.41%)
133 (0.25%)
553 (1.02%)
2611 (4.83%)
1645 (3.05%)
174 (0.32%)
1981 (3.67%)
44 (0.08%)
395 (0.73%)

256 (0.47%)
65 (0.12%)
140 (0.26%)
1197 (2.22%)
387 (0.72%)
67 (0.12%)
18 (0.03%)
5 (0.01%)

16382 (27.03%)

459 (0.76%)

5077 (8.38%)

98 (0.16%)
5753 (9.54%)
87 (0.14%)
62 (0.10%)
11708 (19.42%)
129 (0.21%)

154 (0.26%)
40 (0.07%)

180 (0.30%)

69 (0.11%)

119 (0.16%)

26 (0.04%)
30398 (41.26%)
157 (0.21%)
3710 (5.04%)
148 (0.20%)

248 (0.34%)

14 (0.01%)
29 (0.04%)
17 (0.02%)
119 (0.16%)
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NC (derivado de Alphaproteobacteria)
Corynebacterium

Dietzia

Microbacterium
Rathayibacter
Propionibacterium
Collinsella
Brachybacterium
Gordonia

Kocuria

Streptomyces
Bifidobacterium
Eggerthella

Slackia

Arthrobacter

Kocuria

Micrococcus
Enterorhabdus
Actinomyces
Arthrobacter
Actinomadura
Eggerthella

Akkermansia

Victivallis

NC (derivado de Verrucomicrobiaceae)
Fusobacterium
Candidatus Solibacter
Deinococcus
Pyramidobacter

NC (derivado de Bacteria)

NC (derivado de secuencias no clasificadas)

54 (0.06%)
134 (0.16%)
62 (0.07%)
74 (0.09%)
91 (0.11%)
105 (0.12%)

105 (0.12%)

1409 (1.67%)

12 (0.01%)
272 (0.28%)

513 (0.52%)
17 (0.02%)

9 (0.01%)

10 (0.01%)

5 (0.01%)

1806 (1.84%)

1281 (2.20%)
14 (0.02%)

9 (0.02%)
5 (0.01%)

22 (0.04%)
792 (1.36%)

236 (0.44%)
164 (0.30%)
29 (0.05%)

77 (0.14%)
40 (0.07%)
120 (0.22%)
41 (0.08%)
418 (0.77%)
166 (0.31%)

996 (1.84%)
30 (0.06%)
15890 (29.42%)

378 (0.70%)

3540 (6.55%)
77 (0.14%)

149 (0.25%)

14 (0.01%)
238 (0.39%)

136 (0.22%)
126 (0.21%)

327 (0.54%)

16 (0.03%)
296 (0.49%)
129 (0.21%)

75 (0.12%)
189 (0.31%)
52 (0.09%)
31 (0.05%)

12806 (21.25%)

244 (0.33%)
248 (0.34%)
157 (0.21%)

193 (0.26%)

283 (0.38%)
441 (0.60%)

690 (0.94%)
256 (0.35%)
192 (0.26%)
103 (0.14%)

250 (0.34%)

8564 (11.63%)

NC: No clasificado
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