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GLOSARIO

* (Categoria taxondmica: Se refiere a los grupos (taxones) en los que se clasifican
los seres vivos, ordenados en una jerarquia.

* (lado: Grupo de microorganismos monofilético (usualmente especies) que estan
mas cercanamente relacionados a cualquier otro grupo, compartiendo el
antepasado comin mas reciente.

* C(lase: Categoria taxondmica situada entre el filo y el orden.

* Diversidad: Variedad de microorganismos, expresado en el nimero de especies
y abundancia relativa de las mismas en una comunidad.

* Especie: Categoria taxonémica situada después del género

* Familia: Categoria taxondmica situada entre el orden y el género

* Filo: Categoria taxondmica situada entre el reino y la clase.

* Filotipo: Similitud observada, utilizada para clasificar a un grupo
microorganismos por su relacion filogenética.

* Género: Categoria taxondmica situada entre la familia y la especie.

* Grupos taxonomicos: Grupo de organismos o microorganismos que se
encuentran relacionados evolutivamente y debido a que comparten ciertas
caracteristicas se agrupa en un nivel taxondémico: Dominio, Reino, Filo, Clase,
Orden, Familia, Género y Especie.

* Microbioma: Totalidad de genes y genomas presentes en cada uno de los
miembros que conforman la microbiota.

* Microbiota: Comunidad microbiana cominmente referida de acuerdo al habitat
que €sta ocupa.

* Metagenoma: Conjunto de genes y genomas presentes en una muestra ambiental
o sitio determinado.

* Orden: Categoria taxondmica situada entre la clase y la familia.

* Riqueza: Numero de especies bacterianas en un area determinada.

e Taxo6n: Grupo de microorganismos emparentados que han sido agrupados en una
clasificacion dada.

* Unidad taxonémica operacional (OTU): Grupo de microorganismos definidos
por el nivel de similitud de secuencias (porcentaje de identidad) entre la
subunidad pequena del gen ARNr 16S.



LISTA DE ABREVIATURAS

e ADN: Acido desoxirribonucleico

e ADNg: Acido desoxirribonucleico genémico

e AGCC: Acidos grasos de cadena corta

e ARNr 16S: Acido ribonucleico ribosomal 16S, componente de la subunidad 30S
de los ribosomas del acido ribonucleico

* (CHjy: Metano

* (CO;: Dioxido de carbono

* CU: Colits ulcerativa

* EC: Enfermedad de Crohn

e EII: Enfermedad Inflamatoria Intestinal

* G+C: Guanina y Citosina

¢ HMO: Oligosacaridos de la leche humana

¢ HMP: Proyecto del Microbioma Humano

¢ MetaHIT: Metagenomica del Tracto Intestinal Humano

*  MG-RAST: Servicio Metagen6émico para el Analisis de la Estructura y Funcioén
de la Comunidad Microbiana

* H,: Hidrogeno

¢ IBPs: Inhibidores de la bomba de protones

* pH: Potencial hidrégeno

e SII: Sindrome de Intestino Irritable

* SII-D: SII con predominio de diarrea

e SII-E: SII con predominio de estrefiimiento

* SII-M: SII con un patrén de defecacion mixto

*  OTUs: Unidades Taxonomicas Operacionales

* TFGI: Trastornos Funcionales Gastrointestinales



LISTA DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Mapa de la diversidad del microbioma humano.

Figura 2. Distribucién bacteriana en diferentes sitios del cuerpo.

Figura 3. Representacion grafica de la diversidad bacteriana en el tracto gastrointestinal
humano.

Tabla 1. Composicion de la microbiota intestinal humana a través de la vida.

Tabla 2. Efectos de la dieta sobre la microbiota y la salud del huésped.

Tabla 3. Contribucién metabdlica de microorganismos intestinales.

Tabla 4. Condiciones asociadas con las alteraciones en la composicién del microbioma
humano.

Figura 4. Proporcion relativa de los filos bacterianos mas comunes en sujetos sanos y
sujetos con SII.

Tabla 5. Alteraciones de la microbiota en pacientes con SII versus sujetos sanos.

Figura 5. Enfoques de secuenciacion masiva para el estudio de la microbiota.

Tabla 6. Criterios de inclusion y exclusion de la poblacion de estudio.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion.

Tabla 8. Cuantificacion del ADN gendmico obtenido a partir de biopsias.

Figura 6. Visualizacion del ADN genomico total de las muestras procesadas.

Tabla 9. Estadisticas de los datos de secuenciacion.

Tabla 10. Estadistica basica generada por el programa FastQC para cada muestra.

Figura 7. Histograma del puntaje de calidad por base de secuencia de la muestra SII-1E.
Tabla 11. Numero de secuencias alineadas y no alineadas contra el Genoma Humano.
Tabla 12. Porcentaje de lecturas que no alinearon contra el genoma humano asignadas
con el Servidor MG-RAST.

Figura 8. Frecuencia relativa a nivel de los filos en los metagenomas analizados.

Tabla 13. Frecuencia relativa a nivel de filo en los metagenomas de los pacientes con
SIT 'y los sujetos sanos.

Tabla 14. Frecuencia relativa a nivel de clase en los metagenomas de los pacientes con
SIT 'y los sujetos sanos.

Figura 9. Frecuencia relativa a de las clases en los metagenomas analizados.

Tabla 15. Frecuencia relativa a nivel de orden en los metagenomas de los pacientes con
SIT 'y los sujetos sanos.

Figura 10. Frecuencia relativa de los 6rdenes en los metagenomas analizados.

Figura 11. Frecuencia relativa de las familias presentes en los metagenomas analizados.
Tabla 16. Frecuencia relativa a nivel de familia en los metagenomas de los pacientes
con SII y los sujetos sanos.

Figura 12. Frecuencia relativa de los géneros presentes en los metagenomas analizados.
Tabla 17. Frecuencia relativa a nivel de género en los metagenomas de los pacientes con
SIT y los sujetos sanos.

Tabla 18. Frecuencia relativa a nivel de especie en los metagenomas de los pacientes
con SII y los sujetos sanos.

Figura 13. Grafica de frecuencia relativa de las especies presentes en los metagenomas
analizados.



RESUMEN

Introduccion: El Sindrome de Intestino Irritable (SII) es el Transtrono funcional
gastroinetinal mas frecuente a nivel mundial. En América Latina, su prevalencia ha sido
reportada entre el 16 al 17.5%, aunque ha sido poco estudiado. Objetivos: Describir y
conocer la composicion taxondémica de la microbiota intestinal en pacientes con SII y
sujetos sanos. Método: Se reclutaron 5 pacientes con SII mediante la aplicacion del
cuestionario de Roma III y 5 sujetos clinicamente sanos; ninguno de sujetos estudiados
utiliz6 antibidticos o inhibidores de la bomba de protones en los 3 meses previos al
estudio. Todos los sujetos fueron sometidos a colonoscopia para la obtencion de
biopsias de colon descendente de las cuales, se obtuvo el ADN que fue secuenciado
empleando la plataforma Illumina HiSeq 4000. El metagenoma intestinal de cada sujeto
fue anotado taxondmicamente con el servidor MG-RAST, previa eliminacion de las
lecturas alineadas contra el genoma humano. Posteriormente se obtuvieron las
abundancias para cada metagenoma, los cuales fueron transformadas a frecuencias
relativas, a las que se les aplicd la prueba estadistica de U de Mann-Whitney para
determinar las diferencias significativamente estadisticas entre ambas poblaciones de
estudio. Resultados: En relacion con los patrones de evacuacion, en el grupo de los
pacientes con SII, se encontraron: tres pacientes con diarrea, uno con estrefiimiento y
uno con patrén mixto. En esta poblacion de estudio, las diferencias significativamente
estadisticas a nivel de filo se presentaron en las Actinobacterias y Proteobacterias. A
nivel de clase los taxones mas abundantes fueron Alphaproteobacteria y
Erysipelotrichia, con una disminucion en Bacteroidia y Deltaproteobacteria. A nivel de
orden se encontrd un aumento en los Actinomycetales y Erysipelotrichales, y se observo
una disminucion en Desulfovibriales. A nivel de familia se presenta una disminucion de
Bacteroideceae 'y  Desulfovibrionaceae, con un aumento en la familia
Erysipelotrichaceae. A nivel de género se encontrd a Propionibacterium 'y
Staphylococcus con un aumento, mientras que Gemella y Faecalibacterium presentaron
una disminucidon. Finalmente, se encontrd6 una disminucién a nivel de especie:
Clostridiales bacterium 1 7 47FAA, Dorea formicigenerans, Faecalibacterium
prausnitzii y Ruminococcus torques, con un aumento en Propionibacterium acnés y una
ausencia de Enterococcus faecium, Clostridiales bacterium y Dorea longicatena.

En cuanto al grupo de los suejtos sanos, a nivel de filo se observd una mayor frecuencia
de Bacteroidetes y Firmicutes. Bacteroidia y Deltaproteobacteria fueron las clases mas
frecuentes. A nivel de orden los Bacteroidales y Desulfovibriales presentaron una
mayor frecuencia. Las familias Bacteroidaceae, Desulfovibrionaceae 'y
Ruminococcaceae fueron las mas abundandtes. A nivel de género, predominaron Dorea
y Gemella. Mientras que nivel de especie se encontraron con mayor frecuecia a Dorea
formicigenerans, Dorea longicatena, Eggerthella lenta, Enterococcus faecium y
Faecalibacterium prausnitzii. Conclusiones: El analisis metagenémico muestra una
clara divisién en la frecuencia relativa a lo largo de toda la escala filogenética entre
pacientes con SII y sujetos sanos, sugiriendo cambios intestinales que afectan funciones
esenciales. La distribucion de especies apunta hacia qué miembros de la microbiota son
insensibles a las condiciones, permaneciendo sin cambios y mostrando su importancia
bioldgica como miembros de la microbiota, en pacientes con SII o sujetos sanos, y
asociaciones especificas dando una probable explicacion a los sintomas.
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INTRODUCCION

1. Microbiota/Microbioma Humano

En el transcurso de nuestra vida, los seres humanos somos colonizados por una gran
diversidad de bacterias, arqueas, hongos y virus, que viven asociados en distintas partes
del cuerpo y que comprenden una comunidad simbionte de microorganismos,
denominada microbiota humana. Este término fue acufiado en 2001 por Joshua
Lederberg, quien lo define como los taxones microbianos asociados con los seres
humanos y, al “microbioma” como el catalogo de estos microorganismos y sus genes,
pero que a menudo son utilizados indistintamente (Luke K Ursell, ez al., 2012).

La diversidad de los microorganismos dentro de un habitat del cuerpo (Figura 1) es
definida por la variedad de estos microorganismos y su abundancia de acuerdo a coémo
se encuentran distribuidos en el cuerpo. En la actualidad un desequilibrio en esta
diversidad ha sido vinculada a diversas enfermedades humanas (Turnbaugh, et al.,
2009), por ejemplo: la baja diversidad de microorganismos en el intestino esta
relacionada con la obesidad y enfermedades inflamatorias; en tanto que una alta
diversidad en la vagina se ha vinculado a vaginitis bacteriana (Fredricks, et al., 2005).
Entre los diferentes grupos taxonémicos que conforman la microbiota, las bacterias son
las que engloban el mayor nimero de genes y la mayor diversidad metabolica. A pesar
de que han sido las mas estudiadas, algunos taxones son dificiles o imposibles de
cultivar bajo condiciones de laboratorio, es por ello que en los ultimos afios han surgido
técnicas basadas en el estudio del ADN, principalmente, a través de secuenciacion del
gen ARNr 16S, que favorecen su analisis dentro de una comunidad determinada
(Lazarevic, et al., 2009).

El primer estudio metagendmico a escala poblacional del microbioma humano fue
realizado por el consorcio Metagenomico del Tracto Intestinal Humano (MetaHIT) y
estuvo basado en la secuenciacion del gen ARNr 16S a partir de muestras de heces de
124 individuos sanos, Espafioles y Daneses. Los resultados de este estudio mostraron
que el intestino humano contiene 1,150 especies de bacterias comunes con un colectivo
de 3,3 millones de genes, lo que representa un genoma aproximado de 150 veces mas
grande comparado con el genoma humano (Qin J., ef al., 2010)

Paralelamente, el Proyecto del Microbioma Humano (HMP) tiene como objetivo
caracterizar el microbioma de manera mas amplia, mediante el estudio de muestras de

varios sitios del cuerpo y proporcionar un recurso de datos estandarizados y nuevos
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enfoques tecnoldgicos que permitan que este tipo de estudios sean practicados
extensamente en la comunidad cientifica.

La diversidad total del microbioma humano asignado por el HMP estim¢ entre 3,500 y
35,000 Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs), abarcando aproximadamente
600 géneros. Estos datos fueron derivados de la secuenciacion de mas de 5,000
muestras, de aproximadamente 250 voluntarios sanos, de 15 a 18 sitos anatomicos
diferentes por sujeto, entre los que se incluyen: cavidad oral, piel, cavidad nasal, vagina

y tracto gastrointestinal (Peterson, ef al., 2009).
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Figura 1. Mapa de la diversidad del microbioma humano. El microbioma humano estd dominado por
cuatro filos bacterianos: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria. En el centro se
encuentra un arbol filogenético de los organismos mas abundantes en el microbioma humano. Los
microorganismos comensales se indican con circulos, y los patdégenos potenciales se indican mediante
estrellas. Tomado de: Xo6chitl C. Morgan N. S., 2013.
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De entre los sitios muestreados del cuerpo, el tracto gastrointestinal presentd el
microbioma mas diverso (Figura 2), que se estima contiene varios miles de OTUs
correspondientes a aproximadamente 150 géneros, en donde los filos que dominaron
fueron Bacteroidetes y Firmicutes. La diversidad del microbioma oral, que resulté ser la
segunda mas diversa, fue compartida entre los individuos; sin embargo, hubo
variaciones notables en los diferentes clados incluso entre superficies orales muy
similares (por ejemplo: mucosa, saliva, y placa dentobacteriana); los géneros mas
abundantes incluyeron: Streptococcus, Haemophilus, Veillonella, Actinomyces, y
Fusobacterium (Peterson, et al., 2009). La diversidad de la piel, muestreada en los
codos interiores y detrds de la oreja, presentd una alta abundancia de Staphylococcus
epidermidis. En contraste, la comunidad del cuerpo humano con menor diversidad fue
la vagina, donde la mayoria de las mujeres presentaron microbiomas dominados por una
de las cuatro especies individuales del género Lactobacillus; volviéndose aun menos

diverso durante el embarazo (Ratner, 2012).

Tracto
urogenital
9%

Tracto
Vias gastrointestnal
respiratorias 29%

14%

Piel
21%

Cavidad oral
26%

Figura 2. Distribucién bacteriana en diferentes sitios del cuerpo. Esta grafica muestra los porcentajes
estimados en los que se distribuyen las bacterias que se han secuenciado por el HMP: Tracto
gastrointestinal (29%), cavidad oral (26%), piel (21%), tracto respiratorio (14%), tracto urogenital (9%),
sangre (1%) y ojos (0%) (Lederberg, 2001).

Estos estudios demuestran que el metagenoma humano, es decir, el conjunto de genes y
genomas presentes en una muestra ambiental o sitio determinado, esta compuesto, tanto
por los genes de Homo sapiens como por los genes de los millones de microorganismos

que colonizan el cuerpo humano; y que el microbioma intestinal codifica una amplia
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variedad de vias metabdlicas que permanecen en gran medida inexploradas (Peter J
Turnbaugh y Jeffrey 1. Grodon, et al, 2009), por lo que es necesario tener una
compresion funcional mas amplia del microbioma humano y profundizar e innovar en

los disefios experimentales que permitan ahondar en su conocimiento.

1.1 Funciones de la Microbiota/Microbioma Humano
Hasta hace relativamente poco, el papel del microbioma era desconocido, y la carga
microbiana de un organismo se consideraba de poco impacto en el funcionamiento del
mismo. Las investigaciones acerca de la microbiota, demuestran que las comunidades
de microorganismos en los individuos son unicas, al igual que las comunidades
microbianas de sitios especificos dentro de un individuo. Ahora se entiende que el
microbioma de un individuo puede influir en muchos procesos fisiologicos en el
hospedero. Los descubrimientos sobre el papel del microbioma en condiciones de
enfermedad, como la obesidad, la diabetes mellitus, sindrome de intestino irritable,
incluyendo las enfermedades cardiovasculares, han llevado a la posibilidad de
desarrollar herramientas diagnoésticas y terapéuticas basadas en el uso del microbioma
(Adlerbeth, 1., et al., 2009).
La microbiota se desarrolla con nosotros y su composicion se altera en respuesta a las
condiciones cambiantes del medio ambiente (Ley, R.E., et al., 2008). Los
microorganismos que viven en los diferentes nichos del cuerpo humano se encuentran
asociados a ¢l por interacciones simbioticas, participando en funciones importantes para
la homeostasis del individuo. De manera general estas funciones se pueden dividir en:
* Regulacion de procesos metabdlicos, como el suministro de nutrientes
esenciales (sustancias necesarias para la vida, que no somos capaces de sintetizar
a partir de otros nutrientes, como las vitaminas).
* Modulacién y regulacion del sistema inmune, principalmente de mucosas, frente
a organismos que puedan ser patégenos (Randall, T.D., et al., 2014)
* Antagonistas microbianos, las bacterias comensales pueden controlar la
presencia de patogenos impidiendo el asentamiento de microorganismos
foraneos a través de la competencia por fuentes de energia y la produccion de

moléculas antimicrobianas (Kamada, N., et al., 2012).
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1.2 Diversidad bacteriana de la porcion distal del intestino

Como se menciond previamente, la mayor diversidad bacteriana del cuerpo humano se
encuentra presente en el intestino y dentro del mismo, la region que contiene la mayor
cantidad de microorganismos es el colon, con una densidad de 10'' células/g. La
microbiota del colon se encuentra conformada por aproximadamente mas de 1000
especies, compuesta principalmente de bacterias anaerobias, que superan en numero a
las bacterias anaerobias facultativas y bacterias aerobias, por aproximadamente de 2 a 3
ordenes de magnitud, y dominado por 6 filos bien descritos: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria,  Actinobacteria, = Fusobacteria y Verrucomicrobia (Figura 3)
(Clemente, 2012).

Especificamente, en el colon descendente el 90% pertenecen a los miembros del filo
Firmicutes, cuyos géneros mas representativos son Eubacterium, Clostridium 'y
Lactobacillus; y al filo Bacteroidetes, mejor representado por el género Bacteroides; y
en una menor proporcion los filos Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y
Verrucomicrobia (Qin J., et al., 2010). Sin embrago, se ha visto que existe un rango de
variabilidad en los taxones presentes en el intestino y la diversidad interindividual en la
composicion bacteriana, principalmente influenciado por la dieta. Esto ha sugerido que
la microbiota de muchos individuos pueda ser caracterizada en una de tres variantes o
“enterotipos” basadas en el género dominante: Bacteroides, Prevotella o0 Ruminococcus

(Arumugam, et al., 2011).

Verrucomicrobia Actinobacteria > 90% 2 ceppi dominanti
) (Bacteroidetes,
Proteobacteria Firmicutes)

<10% 5 sub-dominanti ceppi
(Actinobacteria,
Proteobacteria,
Fusobacteria,
Cyanobacteria and
Verrucomicrobia)

Bacteroidetes

Firmicutes

1000-1200 species

50-80% Firmicutes dominanti
Clostridium cluster IV e
XlIVa

Figura 3. Representacion grafica de la diversidad bacteriana en el tracto gastrointestinal humano (Verdu
EF., 2000).
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Firmicutes

El filo Firmicutes se encuentra formado por bacterias gram positivas y acido lacticas. Se
divide tipicamente en el orden Clostridiales, Lactobacillales y Bacillales. Algunas de
las especies de los géneros Bacillus y Clostridium, son habitantes del tracto
gastrointestinal, aerobias o aerobias facultativas, y Clostridium que contiene especies
que son anaerobias obligatorias y fermentativas; en el intestino se encuentran asociados
a la mucosa.

La mayoria de las especies que pertenecen al género Clostridium son sacaroliticos y
fermentadores de azucares, siendo el producto final de su fermentacion el 4cido butirico,
sin embargo, algunos también producen acetona y butanol.

La especie mas estudiada dentro de este filo es Fecalibacterium praunitzzi, bacteria
comensal obligatoria anaerobia, perteneciente al orden Clostridiales IV, que representa
del 1,4% hasta el 5,9% de la microbiota fecal total de adultos sanos. Estas bacterias
sintetizan acidos grasos de cadena corta, principalmente el butirato, a través de la
fermentacion de la fibra no dietética, lo cual contribuye al mantenimiento de la salud
intestinal, por sus beneficios indirectos de proporcionar energia a los colonocitos por
medio de la produccion de butirato y por lo tanto reforzar el epitelio (Lopetuso, Loris

R., et al., 2013).

Bacteroidetes

El filo Bacteroidetes contiene mas de 700 especies descritas, distribuidas en cuatro
ordenes: Bacteroidales, Cytophagales, Flavobacteriales y Sphingobacteriales. Los
Bacteroidetes son bacterias no esporuladas gram negativas; incluye especies
tipicamente sacaroliticos y pueden ser aerdbicas o fermentativas, incluyendo aerobias
obligadas, aerobias facultativas y anaerobias obligadas. Algunas especies son inmoviles
y algunos son moviles. El género Bacteroides ha sido particularmente estudiado ya que
estos organismos son un componente importante de la comunidad microbiana en el
intestino humano.

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. Los Bacteroides son normalmente comensales, con un gran
namero de especies que dominan el intestino grueso del humano. Sin embargo, especies
de Bacteroides ocasionalmente pueden ser patdogenas y de ellas, las bacterias anaerobias

son las que se asocian con infecciones humanas, tales como bacteriemia.
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Bacteroides thetaiotaomicron es una de las especies mas prominentes del género
Bacteroides, alojada en el lumen del intestino grueso. Se especializa en la degradacion
de polisacaridos complejos. La mayoria de su genoma se dedica a sintetizar enzimas que
degradan polisacéridos. La diversidad y el nimero de genes para el metabolismo de los
carbohidratos que se encuentran en su genoma supera por mucho a las que se
encuentran en otras especies bacterianas. También produce muchas enzimas que no son
codificados por el genoma humano y por lo tanto aumenta enormemente la diversidad
de polimeros de plantas que pueden ser degradados en el tracto digestivo humano

(Zocco, M.A., et al., 2007).

Proteobacteria

Son un grupo de bacterias gram negativas que muestran una gran diversidad metabolica,
con especies anaerobias y aerobias facultativas, morfolégicamente también exhiben una
amplia gama de formas celulares. En base a las secuencias del gen ARNr 168, este filo
puede ser clasificado filogenéticamente en seis clases: Alfa, Beta, Gamma, Delta,
Epsilon'y Zetaproteobacteria.

De estas clases, las Gammaproteobacterias incluyen al orden Enterobacteriales, que
comprenden un grupo relativamente homogéneo, formado por bacterias facultativas
aerobias, gram negativas, fermentadoras de glucosa y reductoras de nitrato. De ellos, los
género mas representativo en la microbiota intestinal son: Proteus, Escherichia,
Klebsiella 'y Enterobacteria; especificamente la especie Escherichia coli que es
habitante universal del tracto intestinal. Estos microorganismos, producen
principalmente vitamina K, consumen oxigeno (facultativas aerobias) y contribuyen a la
anoxia del intestino. No obstante, algunas especies son patdgenas y han sido
relacionadas con enfermedades diarreicas en infantes y con infecciones urinarias en
mujeres. Por su parte, el género Proteus contiene células altamente moviles que
producen la enzima ureasa, capaces de degradar urea.

Las especies de la clase Epsilonproteobacteria son especialmente abundantes en
interfaces oxigénicas y andxicas, en ambientes ricos en azufre. Y engloba dos géneros
representativos de la microbiota del tracto gastrointestinal, Campylobacter y
Helicobacter, éstas ultimas incluyen bacterias gram negativas, la mayoria de las
especies son patogenas para el ser humano y habitan el estomago. Las especies de
Campylobacter causan gastroenteritis aguda que tipicamente resulta en una diarrea con

sangre; su patogenicidad se debe a varios factores, incluyendo una enterotoxina que esta
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relacionada con la toxina del colera. Helicobacter pylori, también es considerado un
patdégeno que causa tanto gastritis cronica como aguda y conduce a la formacion de

ulceras pépticas (Madigan, Michael T., et al., 2014).

Actinobacteria

Se compone principalmente de organismos gram positivos con un alto contenido de
G+C, los diferentes géneros que forman parte de este filo muestran una enorme
diversidad en cuanto a su morfologia (Atlas, RM., 1988); poseen una amplia variedad
en su fisiologia y sus capacidades metabolicas, de las que se han extraido una gran
cantidad de antibidticos. Comprenden mas de 300 géneros, de los cuales,
Bifidobacteriales forman un componente principal de la microbiota en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y otros mamiferos, con actividades probidticas
utiles (Ventura M., et al., 2009).

Muchas especies de Bifidobacterias colonizan el intestino de los infantes durante las
primeras semanas de vida, debido a la seleccion de la leche materna o formula (Roger
L. C, et al., 2010). El primero en colonizar es B. breve, pero en general, son bacterias
fermentativas que forman principalmente &acido lactico y acético a través del
catabolismo de los carbohidratos, en particular los oligosacaridos (Tabbers, MM., et al.,
2011).

El 4cido sialico es un componente especifico de los oligosacéridos de la leche humana
(HMO) y es catalizado por B. breve ya que su genoma contiene un grupo de genes cuyo
unico proposito es la absorcion y el metabolismo de este dcido (Egan, M., ef al., 2014).
Algunas especies pertenecientes a este filo son patdgenos para el humano, tales como el
género Mycobacterium (M. tuberculosis y M. leprae), responsables del mayor numero

de muertes humanas por infecciones bacterianas a nivel mundial.

Fusobacteria

Incluye a bacterias gram negativas, no formadoras de esporas, presentes en cavidades
orales y vagina, y mas recientemente en el tracto gastrointestinal; son anaerobios
obligados que fermentan carbohidratos, péptidos y aminoacidos, esta fermentacion crea
butirato y en algunos casos acido acético, como subproductos metabdlicos importantes.
El género Fusobacterium, esta representado por F. nucleatum, el cual se pensaba que
era principalmente un componente de la microbiota oral de seres humanos y sélo un

residente ocasional del tracto gastrointestinal. Sin embargo, un estudio realizado por
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Emma Allen Vercoe y colaboradores, 2011, demostr6 una asociacion entre
Fusobacterium spp invasiva (incluyendo F. nucleatum) y células con tejidos de
apéndice inflamado, lo que sugiere que el intestino podria ser un nicho hasta ahora no
reconocido para este patdogeno. Por otra parte, se ha encontrado a esta especie mas
frecuentemente en pacientes con enfermedad de Crohn que en individuos sanos, en un

50y 17.6%, respectivamente (Dharmani, P., ez al., 2011).

Verrucomicrobia

Bacterias gram negativas, de forma cocoide con una estructura celular inusual, que
incluyen protuberancias celulares como verrugas. Sus miembros son aerobios estrictos,
anaerobios facultativos o anaerobios estrictos. Son bacterias ubicuas, habitando lugares
extremos, como ambientes con temperaturas que van de los 75-90 °C, aguas ricas en
sulfuros y ambientes con pH extremadamente bajo; y es ocasionalmente observada en el
intestino. Este filo se dividen en tres clases principales: Opitutae, Spartobacteria y
Verrucomicrobiae.

Algunas especies de Verrucomicrobia han sido identificadas en el intestinal humano,
como Akkermansia muciniphila, una bacteria anaerobia estricta, originalmente aislada
de una muestra fecal humana, pero asociada a la mucosa debido a su capacidad para
producir enzimas que degradan mucina (constituyente del moco), que puede servir
como una barrera para proteger el epitelio subyacente de la fijacion de patogenos y
también como una fuente de nutrientes para las bacterias comensales. La degradacion de
mucina es considerada como una enfermedad, ya que la pérdida de la capa de moco
protector puede exponer a las células del tracto gastrointestinal a patdogenos. 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 M., et al., 2008).

1.3 Composicion y cambios de la microbiota intestinal a lo largo de la vida

La composicion inicial de la microbiota intestinal se determina inmediatamente después
del nacimiento y depende fundamentalmente de dos factores: el tipo de nacimiento y la
alimentacion (Fanaro, S., et al., 2003). En el primer caso, cuando el parto se produce de
forma natural, el recién nacido es colonizado por la microbiota vaginal y/o intestinal de
la madre y por los microorganismos del ambiente. Por otra parte, estudios comparativos
han demostrado que nifios con alimentaciéon materna y nifios alimentados con leche de

formula, desarrollan una microbiota diferente (Harmsen H.J., ef al., 200a). En los
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primeros, dominan las poblaciones de Bifidobacterias, mientras que la presencia de
Clostridios y Coliformes es mas baja. Por el contrario, los bebés alimentados con leche
de formula presentan una microbiota mas compleja con presencia de Bacteroides,
Bifidobacterias, Clostridios, Streptococcus y Coliformes, en proporciones similares
(Kleessen, B., et al., 1995). Tras el destete y comenzando con la introducciéon de los
suplementos alimenticios, se empieza a desarrollar una microbiota mucho mas diversa.
A partir de los tres anos, la microbiota va evolucionando hacia la que sera la microbiota
del adulto. El nimero de Bacteroides y Cocos, bacterias gram-positivos anaerobias,
aumenta hasta incluso superar a las Bifidobacterias (Mackie, R.1L., et al., 1999), mientras
que los Coliformes y Streptococcus disminuyen (Favier, C.F., et al., 2002).
Funcionalmente, el cambio del microbioma intestinal de los recién nacidos hacia
adultos, incluye el enriquecimiento de bacterias que participan en la fermentacion
anaerobica, la degradacion de complejos de carbohidratos (por ejemplo,
glicosilhidrolasas) y en la disminucion de azucares simples (lactosa/galactosa/sacarosa),
asi como el transporte y metabolismo de las proteinas (Dominguez-Bello, et al., 2010).
Estudios recientes de la microbiota en ancianos describen que el cambio hacia un estado
mas fragil se correlaciona con un desequilibrio global de la diversidad microbiana,
particularmente con un aumento general de Bacteroides y disminucion en Firmicutes
(Tabla 1), que corresponden a una disminucién en glutarato y acidos grasos de cadena
corta con propiedades anti-inflamatorias (Yatsunenko T., et al., 2012).

En condiciones de salud, el nimero y la variedad de especies, es decir, la diversidad
bacteriana, y el aumento de la riqueza, referido como el niimero de especies, en ciertos
grupos taxondémicos, alcanzan su mayor complejidad durante la edad adulta. A pesar de
las variaciones inter e intra individuales, el microbioma intestinal es practicamente
estable en adultos sanos. En los ancianos, como en los lactantes, el microbioma
intestinal es mas inestable y también tiene una diversidad inferior con respecto a los

adultos.

Tabla 1. Composicion de la microbiota intestinal humana a través de la vida. Los filos bacterianos se
encuentran listados de mayor a menor abundancia en cada etapa (D" Argenio, V. y Salvatore, F., 2015).

Composicion microbiana a nivel

Etapas de filo Factores que modifican

Infantes Actinobacteria, Proteobacteria, Parto vaginal vs cesarea, edad de gestacion,

(hasta los 2-3 Firmicutes, Bacteroidetes hospitalizacion, lactancia vs formula lactea,

afios) edad de ingesta de alimentos so6lidos,
tratamiento con antibidticos

Adulto Firmicutes, Bacteroidetes, Dieta, ciclo hormonal, viajes, terapias,
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Actinobacteria, Proteobacteria  enfermedades
Senectud Firmicutes, Actinobacteria, Cambios en el estilo de vida, cambios
(> 70 afios) Bacteroidetes, Proteobacteria nutricionales, incremento en la
susceptibilidad de infecciones y
enfermedad inflamatoria, uso de mas

medicamentos

Como se ha descrito, a lo largo de la vida, el nimero de Clostridios (Firmicutes) va
aumentando mientras que la proporcion de Bifidobacterias (Bacteroidetes) disminuye.
En la senectud es frecuente el aislamiento de Clostridium difficile y aparecen mayores
niveles de hongos y Enterobacterias en comparacion con la microbiota de individuos
jovenes (Hopkins, M.J., et al., 2001). Ademas se sabe que la microbiota intestinal en el
adulto constituye un equilibrio dindmico que puede variar entre los grupos humanos e
incluso de persona a persona debido a las diferencias especificas del hospedero
(Tannock, 1993).

La microbiota intestinal depende también de los sustratos o nutrientes aportados por la
dieta y se han descrito grandes diferencias en la composiciéon de la microbiota del
intestino entre grupos humanos con hébitos alimenticios diferentes (Tabla 2) (Noack-
Loebel, C., et al., 1983). Aunque la asociacion entre el tipo de dieta y los distintos
grupos microbianos alin no estd completamente clara, se han observado mayores niveles
de Bacteroides y Clostridios y una menor presencia de bacterias lacticas en
comunidades occidentales (con una ingesta alta en grasa, proteinas de origen animal y
un bajo contenido en fibra), en comparacién con la microbiota de otras comunidades

con dietas ricas en fibra como las orientales (Hayashi, H., ef al., 2002a).

Tabla 2. Efectos de la dieta sobre la microbiota y la salud del huésped (Calum J., Walsh, et al., 2014).

DIETA EFECTO SOBRE LA EFECTO SOBRE EL
MICROBIOTA HOSPEDERO

. L Aumento Bacteroidetes, Menor tiempo de transito intestinal
Rica en polisacéridos de N L hye : :

. Firmicutes disminuido. en comparacion con la dieta rica en
origen vegetal . , .

Asociado con Prevotella proteinas y grasas animales.
Comparacion entre
consumo de
carne/vegetales Aumento de los grupos No reportado
. ’ Clostridium 1V y XIVa

vegetariano y
lactovegetariano

Rica en grasas,
carbohidratos simples
dieta “occidental”

Aumento: Firmicutes,

Disminuido: Bacteroidetes Obesidad inducida por la dieta.

Reduccion de
Bifidobacterium, Roseburia No reportado
spp. y Eubacterium rectale

Reduccion del consumo
de carbohidratos
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Aumento: Bacteroides, Sraetin del pese

Alto contenido de Disminucion: Firmicutes. . . ;
, . . . independientemente de las calorias
proteinas y grasa animal  Asociado con el enterotipo .
) consumidas
Bacteroides.
Aumento de la resistencia a la
Menos frutas, verdurasy ~ Reduccién de la riqueza de insulina, niveles de triglicéridos
pescado genes microbianos. séricos en ayunas, colesterol LDL y

la inflamacion
. . Aumento: B 1 .
Reduccion en la variedad u e. 0 ., acterozd.es . Aumento de la fragilidad y la mala
. Disminucion de la diversidad
de alimentos salud en general.
en general

Cambi6 de una dieta
vegetariana a una dieta

en productos animales

Decremento: Prevotella

. No reportado
Incremento: Bacteroides. P

2. Efectos de la microbiota intestinal en la salud y enfermedad

Como se ha mencionado, la microbiota estd involucrada en la modulacion de la
homeostasis de los seres humanos a través de la produccién y almacenamiento de
energia (Clemente J.C., et al., 2012), asi como diversas funciones metabolicas como la
fermentacion y la absorcion de carbohidratos ingeridos (Gill, et. al., 2006). De igual
forma, la microbiota intestinal interactia con el sistema inmunologico, promoviendo
sefiales que favorecen la maduracion de las células inmunologicas y con ello el
desarrollo normal del sistema inmune (Chow, J. et al., 2010). Ademas, la microbiota
normal regula la estructura anatémica y fisioldgica del intestino, aumentando la
superficie de absorcion y promoviendo la renovacion de las células de las vellosidades,
incrementa el contenido intraluminal y acelera el transito intestinal. Se ha postulado
incluso que los microorganismos interactiian con el hospedero, modulando la expresion
de genes relacionados con diversas funciones intestinales (Hooper, L.V., et al., 2001).
Conjuntamente, estos microorganismos constituyen un enorme potencial enzimatico en
el intestino, desempefiando una amplia variedad de funciones metabodlicas. Una de las
mas importantes es la hidrolisis o degradacion de los componentes de la dieta (glucidos,
proteinas, lipidos). A través de este proceso se obtienen energia y nutrientes, tanto para
los propios microorganismos intestinales como para el hospedero La fermentacion de
los carbohidratos resulta en una disminucion del pH y produccion de metabolitos como
los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC mas abundantes en el intestino
son el acido acético, el butirico y el propidnico, los cuales tienen una gran importancia
en la fisiologia y nutricién del intestino. La mayor parte de los AGCC producidos en el
colon se absorben en la mucosa. El epitelio del colon consume casi por completo el

butirato formado, constituyendo la principal fuente de energia para los colonocitos.
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Ademas, el butirato se ha relacionado también con la reversion de células neoplasicas,
pudiendo participar en la prevencion de procesos cancerigenos (Gibson G.R., et al.,
1992; Scheppach W., et al., 1995).

La degradacion de las proteinas por la microbiota también genera AGCC, produciendo
al mismo tiempo una serie de compuestos secundarios potencialmente toxicos como
aminas, amonio, fenoles, tioles e indoles (Rowland, L.R., 1995). Sin embargo, la
capacidad metabdlica de estos microorganismos incluye también la degradacion de
compuestos toxicos, favoreciendo de esta manera la eliminacion de sustancias
carcinogénicas y/o mutagénicas (Parodi, P.W., 1999).

La microbiota del intestino lleva a cabo una variedad de reacciones metabdlicas que
producen algunos compuestos importantes (Tabla 3). La composicion de la microbiota
intestinal y la dieta influyen en la produccion del tipo y la cantidad de dichos
compuestos. Entre estos productos se encuentran la vitamina B, y K, que son
absorbidas en el colon. En adicion, los esteroides producidos en el higado, liberados
desde la vesicula biliar, son modificados en el intestino por la microbiota y los
compuestos esteroides bioactivos modificados son absorbidos aqui.

Otros productos generados por la actividad de la fermentaciébn bacteriana y
metandgenos, incluyen gas y algunas sustancias odoriferas. Los adultos normales
expelen varios cientos de mililitros de gases desde los intestinos cada dia, de los cuales,
cerca de la mitad es nitrégeno (N,). La fermentacion de algunos alimentos
metabolizados por las bacterias del intestino, resulta en la produccion de hidrégeno (H»)
y didxido de carbono (CO,). El H, y CO,, producto de las bacterias fermentativas, es
convertido a metano (CHy4) por los organismos metandgenos, que se encuentran en el

intestino de muchos adultos, pero no de todos.

Tabla 3. Contribucion metabdlica de microorganismos intestinales. Productos generados por la actividad
de la fermentacion bacteriana y por los metanogenos en el tracto intestinal (Madigan, M. T., et al., 2015)

PROCESOS PRODUCTOS

Produccion de gas CO,, CHy, H,

Sintesis de vitaminas Tiamina, riboflavina, piridoxina, By, y K
Produccion odorifera H,S, NHj3, aminas, indol, acido butirico

Produccion de dcido Acético, propibnico, 4cido butirico (AGCC)
organico

Reacciones de B-Glucoronidasa, -Galactosidasa, B-Glucosidasa, a
glicosidacion -Glucosidasa, o -Galactosidasa

Metab.ohsmos de Esterificacion, esteroides deshidroxilados,
esteroides

Gt [Eiks) oxidados o reducidos
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Los microorganismos en el intestino también participan en la sintesis de vitaminas (Hill,
M.J., 1997) y favorecen la absorcion de diversos minerales como calcio, fésforo,
magnesio y hierro (Miyazawa, E., et al., 1996).

La diversidad microbiana del tracto gastrointestinal aumenta durante el trayecto de la
boca al recto. En el intestino delgado el ambiente es fundamentalmente oxigénico y la
mayoria de las reacciones microbianas son hidroliticas. Por el contrario, el intestino
grueso es anoxico y las reacciones bioquimicas son normalmente reductoras, aunque
existen grandes diferencias en la funcion de la seccion del colon. Los productos de la
fermentacion de carbohidratos (AGCC, gases y etanol) estdn presentes en altas
concentraciones en el ciego y colon ascendente, donde la disponibilidad de sustratos es
mayor. Por el contrario, los productos de la degradacion de proteinas (amonio, acidos
grasos de cadena ramificada, compuestos fenolicos y sulfurados volatiles) se producen
fundamentalmente en el colon descendente (Macfarlane G.T., et al., 1992).

Aunque la microbiota es generalmente estable dentro de los individuos a través del
tiempo, la composicion puede ser alterada debido a perturbaciones externas. Uno de los
principales factores que puede alterar la composicion de la microbiota es el uso de
antibioticos (Dethlefsen, L., 2008; Jernberg, C., 2007). Si bien, los taxones particulares
afectados varian entre los individuos, algunos taxones no se recuperan incluso meses
después del tratamiento, en general, hay una disminucion a largo plazo en la diversidad
bacteriana. A medida que la comunidad bacteriana intestinal se establece de nuevo
después del tratamiento con antibioticos, hay una resistencia reducida a la colonizacion,
lo que permite que microorganismos extrafios puedan superar a las bacterias comensales
para causar cambios permanentes en la estructura de la microbiota. El uso repetido de
antibidticos en humanos ha planteado la hipotesis de incrementar el reservorio de genes
resistentes a los antibidticos en nuestro propio microbioma (Sommer, M.O., et al.,
2009). Por lo que estas investigaciones muestran que mas alla de la alteracion en la
composicion de los taxones, los antibidticos también afectan la expresion de los genes,
la actividad de las proteinas y el metabolismo en general de la microbiota. Estos
cambios pueden ocurrir a un ritmo mucho maés rapido que los que implican la
sustitucion de taxones en la comunidad (Pérez-Cobas, A. E., et al., 2012). Bajo este
escenario, los cambios inducidos en la microbiota intestinal pueden estimular la
funcionalidad de la microbiota hacia estados similares a los observados en condiciones

de enfermedad.
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2.1 Disbiosis

Tradicionalmente se pensaba que la presencia de un solo microorganismo podria ser el
causante de alguna enfermedad infecciosa (Hentges, D.J., 1992), ahora se conoce que la
microbiota intestinal funciona como un 6rgano metabdlicamente activo que digiere los
componentes de la dieta que no son digeribles por las células humanas y que pueden ser
absorbidas y metabolizadas de esta manera por el cuerpo humano (Backhed, F., et al.,
2005); también estd involucrada en la estimulacion del sistema inmune y en proveer
resistencia a patdgenos. La disbiosis se define como las alteraciones de la microbiota
intestinal y la respuesta adversa del hospedero a estos cambios, esta perturbacion tanto
en la diversidad como en las funciones metabolicas llevada a cabo por la microbiota
intestinal, puede conducir a su desarrollo.

Estudios metagenomicos han demostrado que el microbioma intestinal se asocia con
enfermedades humanas, tales como obesidad, diabetes tipo 2 y asma (Tabla 4), y la
composicion de la microbiota intestinal ha demostrado estar influenciada por la dieta, el
medio ambiente y la edad. Particularmente, existe un numero creciente de condiciones
gastrointestinales que se han relacionado con alteraciones en la microbiota, y que
conducen a trastornos funcionales digestivos, como la Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (EII) y el Sindrome de Intestino Irritable (SII). La EII, trastorno recidivante,
caracterizado por la inflamacion crénica del tracto intestinal, en particular el colon, se
clasifica en dos tipos principales: la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa
(CU). De manera consistente se ha observado que los pacientes que sufren de EII
albergan una microbiota intestinal alterada, presentando una reduccion de la diversidad
bacteriana especifica y dentro del filo Firmicutes (Elson, Charles O. y Con, Yingzi,
2012). Los cambios en la composicion de la microbiota parecen ser especificos entre la
EC y CU. Por ejemplo, una disminucién en la abundancia de las bacterias productoras
de butirato, Roseburia hominis y Faecalibacterium prausnitzii, ha sido observada en
pacientes con CU en relacion con los controles (Kathleen, Machiels, et al., 2013);
mientras que en la EC, los pacientes presentan una pérdida de F. prausnitzii, ademds de
una diversidad global reducida. Aunque estos cambios pueden ser el resultado de un
aumento de la inflamacion, la evidencia sugiere que es mas probable que los cambios en
la microbiota estén involucrados en la patogénesis de la enfermedad, ya sea debido a la
intolerancia a un grupo especifico de comensales o debido a un desequilibrio entre éstos

y miembros nocivos de la poblacion.
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Tabla 4. Condiciones asociadas con las alteraciones en la composicion del microbioma humano (Morgan,

X.C.etal,2012)

ENFERMEDAD

Asma

Célculos renales

Cancer colorrectal

Dermatitis atdpica
Diabetes mellitus
Enfermedad de Crohn
Infeccién por
Salmonella/Citrobacter

Periodontitis

Psoriasis

HALLAZGOS RELACIONADOS CON EL
MICROBIOMA

Aumento de la diversidad microbiana en las vias respiratorias.
(Comamonadaceae, Sphingomonadaceae; Oxalobacteraceae,
correlacionada con hiperreactividad bronquiel).
Falta de Oxalobacter formigenes, aumentan los niveles de
oxalato en orina.
Tumores enriquecidos con los microbios intestinales tipicos
relativos al tejido sano: Citrobacter, Cronobacter, Salmonella
y Shigella.
Decremento de la diversidad microbiana: Staphylococcus
aureus.
Aumento de bacterias Gram negativas y Firmicutes.
Diminucién de Bacteroidetes y Lactobacillus.
Disminucion de Firmicutes, aumento de Proteobacteria,
pérdida de F. prausnitzii.
Disminucion de Firmicutes, aumento de Proteobacteria.

Cambio de Actinomyces y Streptococcus a Haemophilus'y
Selenomonas.

Disminucion de Staphylococcus comensales y
Propionibacterium e incremento en Proteobacteria.

2.2 Sindrome de Intestino Irritable

El Sindrome de Intestino Irritable (SII) es un desorden gastrointestinal funcional

caracterizado por sintomas de dolor abdominal crénico y alteraciones en los habitos

intestinales, en ausencia de una causa propiamente identificable (Ronald, Tkechi, et al.,

2017). La prevalencia media de esta patologia se ha estimado en un intervalo de 1.1%

en Francia e Irdn hasta el 35.5% en México (Ami, D. Sperber, et al., 2016). Siendo el

SII més comun entre los 20 y 40 afios de edad con un predominio significativo en las

mujeres (Gibson, P.R., et al., 2015).

El SII puede presentarse con un amplio rango tanto de sintomas gastrointestinales como

extraintestinales, los cuales incluyen:

a) Dolor cronico abdominal con intensidad variable y exacerbaciones periodicas.

b) Habitos intestinales alterados que van desde diarrea, estrefiimiento, diarrea
alternada con estrefiimiento, o habitos intestinales normales que alternan con
diarrea y/o estrefiimiento.

c) Diarrea caracterizada por heces blandas frecuentes de volumen pequefio a

moderado.

d) Estrefiimiento prolongada con intervalos de diarrea o funcion intestinal normal
con heces duras, en forma de pellet y sensacion de evacuacion incompleta
incluso cuando el recto esta vacio.
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¢) Sintomas extraintestinales, como alteracion de la funcidén sexual, dismenorrea,

dispareunia, aumento de la frecuencia urinaria y urgencia, y sintomas de
fibromialgia (Saha. L., 2014).

El SII se diagnostica de acuerdo a los criterios de Roma, los cuales se basan en la

aplicaciéon de un cuestionario relacionado con los sintomas y aplicado para detectar

trastornos gastrointestinales; conforme a estos criterios, el SII se define como dolor

abdominal recurrente asociado con defecacion alterada, reconociéndose cuatro subtipos:

1) SII con predominancia de estrefiimiento (SII-E): Heces duras o grumosas mayor
o igual al 25% de la veces, versus heces blandas o liquidas, menor al 25% de las
evacuaciones intestinales.

2) SII con predominancia de diarrea (SII-D): Heces sueltas o de agua, mayor al
25% de las ocasiones, versus heces duras o grumosas, menor al 5% de las
evacuaciones intestinales.

3) SII mixto (SII-M): Heces duras o grumosas mayor o igual al 25% de las veces,
versus heces sueltas o liquidas, menor o igual al 25% de los movimientos
intestinales.

4) SII no clasificado (SII-U): La consistencia de las heces es insuficiente para
satisfacer los subtipos anteriores (Ronald, Ikechi, et al., 2017).

Sin embargo se debe recordar que los pacientes frecuentemente pasan de un subgrupo a
otro; en los pacientes con SII es habitual que se interpreten equivocadamente los
sintomas de diarrea y estreiiimiento. Por ende, cuando muchos de estos pacientes se
quejan de “diarrea”, de hecho se estan refiriendo a la eliminacion frecuente de materias
formadas, y, en la misma poblacién de pacientes, el “estrefiimiento” se puede referir a
cualquiera de una serie de quejas vinculadas al intento de defecar y no simplemente a
movimientos intestinales infrecuentes.

En el terreno clinico, se pueden utilizar otras subclasificaciones con base en los factores
precipitantes:

— SII post-infeccioso (SII-PI):

— Inducido por alimentos (inducido por las comidas)

— Vinculado al estrés

La fisiopatologia del SII es compleja y es considerada como una combinacion de varios
factores, que incluyen anormalidades motoras, aumento de la respuesta de los receptores
presentes en la pared intestinal frente a estimulos que conducen a distension e
hinchazén, activacion del sistema inmune de la mucosa caracterizado por alteraciones
en las células inmunes, incremento en el riesgo de infecciones asociadas con virus,

bacterias, protozoos o infecciones helminticas, sensibilidad a ciertos alimentos como
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intolerancia a la fructosa o sensibilidad al gluten, polimorfismos en el gen transportador
de serotonina, estrés, incremento de ansiedad, depresion o fobias, alteracion del eje
cerebro-intestino que puede estar asociado con hipersensibilidad gastrointestinal y
disfuncidn, y més recientemente cambios en la microbiota intestinal (Saha. L., 2014).
Aunque su etiologia se piensa que es multifactorial, se ha planteado la hipdtesis de que
las perturbaciones en la microbiota normal, juegan un papel en la inflamacién de bajo
grado caracteristico del sindrome de intestino irritable, por lo que se ha asociado con
alteraciones en la microbiota intestinal (Nobaek, S., et al., 2000; Pimentel, M., et al.,
2000).

La evidencia indirecta de que la microbiota intestinal juega un papel importante en el
SII proviene de estudios epidemiologicos que identifican a la infeccion aguda del tracto
gastrointestinal (por ejemplo, gastroenteritis aguda) como un factor predecible para su
desarrollo en un subgrupo de pacientes. Estudios recientes han puesto de relieve la
importancia de la microbiota intestinal en el bienestar del huésped, dado que la funcion
intestinal alterada se asocia con SII, es posible que una disbiosis intestinal juegue un
papel clave en la fisiopatologia de la enfermedad.

En los ultimos afios, se ha demostrado que los pacientes con SII, o subgrupos de los
mismos, tienen una composicion alterada de la microbiota en relacién con individuos
sanos, basado principalmente en el andlisis de la microbiota fecal (Simren M., et al.,
2013).

Un estudio realizado por Chen-Shuan Chung, et al., 2016, analiz6 la microbiota
intestinal por secuenciacion masiva a partir de biopsias del yeyuno y muestras de heces
de 28 pacientes con SII y 19 controles sanos. Los resultados mostraron que las tres
principales filos en biopsias de intestino delgado de los grupos de caso/control fueron
Proteobacteria (32,8 /47,7%), Bacteroidetes (25,2/15,3%), y Firmicutes (19,8/11,2%),
y los de las heces eran Bacteroidetes (41.3/45.8 %), Firmicutes (40,7 /38,2%), y
Proteobacteria (15,4/7,1%), respectivamente (Figura 4).

En el andlisis taxondmico de la microbiota a nivel de familia, los pacientes con SII
presentaron una mayor proporcion de Veillonellaceae en las heces que los controles,
Prevotellaceae fue la familia mas abundante en los pacientes con SII; mientras que,
Mpycobacteriaceae y Neisseriaceae fueron menos abundantes en la mucosa yeyunal de
pacientes con SII. La disminucion de la familia Neisseriaceae se asocidé con un cuadro
clinico de SII de mayor gravedad. La proporcion de Firmicutes a Bacteroidetes fue

aproximadamente tres veces mayor en las heces de los pacientes con SII tipo diarrea, y
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la proporcion de Firmicutes a Actinobacteria en los pacientes con SII tipo mixtos fue
cerca de nueve veces mas alta que en los sujetos sanos (Chen-Shuan, Chung, et al.,

2016).

(A) Fusobacteria
Fusobacteria ynclassified5.7% 3.1% unclassified 4.9%

5.3%
Actinobacteria

11.2%

Case Control

Actinobacteria Fusobacteria 2.9%

Unclassified 0.9%___1.1%

(B)

Unclassified 1.2%_Actinobacteria
4.8%

Case Control

Figura 4. Proporcion relativa de los filos bacterianos mas comunes en sujetos sanos y sujetos con SII. (A)
Muestras de yeyuno. (B) Muestras de materia fecal. (Chen-Shuan, Chung, et al., 2016).

En otro estudio realizado por Aldona Dlugosz, et al., 2015, se analizd la microbiota de
la mucosa del intestino delgado (yeyuno proximal) por secuenciacion masiva en
paralelo usando la region V4 del ARNr 16S, en 25 pacientes con SII (13 con SII-D, 9
con SII-E y 13 con SII-M) y 16 individuos sanos. De este estudio se obtuvo que los filos
con la abundancia total mas alta en todas las muestras fueron: Firmicutes (43%),
Proteobacteria (23%), Bacteroidetes (15%), Actinobacteria (9,3%) y Fusobacteria
(7,0%); mientras que, los géneros mas abundantes reportados fueron: Streptococcus
(19%), Veillonella (13%), Prevotella (12%), Rothia (6,4%), Haemophilus (5,7%),
Actinobacillus (5,5%), Escherichia (4,6%) y Fusobacterium (4,3%). Estos géneros
estaban presentes en mas del 98% de todas las muestras, excepto Actinobacillus, que
estaba presente en 82%, no habiendo diferencias significativas entre los pacientes con

SII y los controles (Aldona, Dlugosz, et al., 2015).
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Aunque las alteraciones de la microbiota existen en el SII, aun no se ha demostrado un
perfil uniforme en la composicion de la misma (Tabla 5); esta inconsistencia entre los
datos actualmente disponibles puede atribuirse a la heterogeneidad de los métodos
empleados para determinar el perfil de la microbiota intestinal, la variabilidad inherente
de la microbiota para cada individuo, las diferencias en los criterios de inclusion de los
sujetos de estudio, el tamano de la muestra y la heterogeneidad de esta condicion, lo que
hace referencia a que las alteraciones de la microbiota intestinal pueden no ser
consistentes a través de todos los subtipos de SII (SII-D, SII-E y SII-M). Aunado a ello,
se debe reconocer que las diferencias entre los estudios pueden ser debido a la presencia
de microorganismos causales o desequilibrios entre los diferentes subtipos de SII y la
falta de conocimiento en la participacion especifica de estos microorganismos hacia la

progresion del Sindrome (Distrutti, Eleonora, ef al., 2016).

Tabla 5. Alteraciones de la microbiota en pacientes con SII versus sujetos sanos. SII-E: SII con
predominio de estrefiimiento, SII-D: SII con predominio de diarrea, SII-M: SII mixto (Distrutti, Eleonora,
etal., 2016).

Referencia Método N° de Criterios de  Resultados de sujetos con SII vs
pacientes diagnostico sujetos sanos
Si J.M., et Disminucion de Bifidobacteria
al., 2004 Cultivo 25 Roma II Aumento de Enterobacteriaceae
Malinen E, Aumento de Veillonellaceae SII-E
et al., 2005 qPCR 27 Roma II Disminucion Lactobacillus in SII-
D
Mitto J,er  Cultivo/DGGE Aumento de bacterias aerobias,
al., 2005 26 Roma II temporalmente inestable
Aumento de las bacterias de la
Swidsinski mucosa: SII-A. Aumento de
A, etal., FISH 20 Roma II Eubacteriumrectale: SII-E y
2005 Clostridium coccoides en SII-D
Aumento de Proteobacteria'y
Krogius- ARNr 16S 10 Roma II Firmicutes y disminucion de
Kurikka L, Actinobacterias y Bacteroidetes
etal., 2009 en sujetos con SII-D
Chen- Aumento de Firmicutes'y
Shuan Secuenciacion Bacteroidetes
Chung, et shotgun 47 Roma III Disminucion de Actinobacterias
al., 2016

3. Técnicas para el estudio de la microbiota por secuenciacion masiva tipo shotgun 'y
amplicon ARNr 16S

La secuenciacion es un método bioquimico que determina el orden de los nucle6tidos en

una secuencia de ADN. El avance en la secuenciacion masiva ha provisto las

30



herramientas que complementan el estudio de las comunidades microbianas dentro de
un ambiente. La secuenciacion de alto rendimiento del gen ARNr 16S de las bacterias
(Guschin, D.Y ., et al. 1997; Tringe, S.G. y Hugenholtz, P., 2008), que forma parte de la
subunidad pequena de ribosomas en bacterias y arqueas, ha sido ampliamente utilizada
para identificar especies bacterianas y realizar estudios taxondmicos. Este gen contienen
generalmente nueve "regiones hipervariables" que muestran una considerable diversidad
de secuencias entre las diferentes especies bacterianas y pueden ser utilizadas para la
identificacion de las mismas (Van de Peer, et al., 1996). Las regiones hipervariables
estan flanqueadas por secuencias de ADN conservadas en la mayoria de las bacterias, lo
que permite la amplificacion por PCR de secuencias diana utilizando cebadores
universales. Numerosos estudios han identificado secuencias de la region hipervariable
del gen ARNr 16S, que identifican una sola especie bacteriana o diferencian entre un
nimero limitado de especies o géneros. Sin embargo, debido a que el gen ARNr 16S es
de aproximadamente 1,550 pares de bases, es dificil de secuenciarlo en su totalidad a
menos de que se realice un ensamble del gen completo, por lo que el aumento de la
longitud de la secuencia estudiada, disminuye la profundidad de la cobertura, resultando
mas dificil resolver los taxones raros. Otro inconveniente, es que las regiones variables
difieren entre especies de distintas maneras, distinguiéndose algunas especies en una
region variable, pero no en otra (Baker G.C., et al., 2003).

Mas recientemente, los enfoques de secuenciacion del genoma completo, por ejemplo la
metagenomica y la metatranscriptomica, han ampliado atin mas las herramientas para el
estudio del microbioma. La metagendmica es un término que incluye el conjunto de
técnicas gendmicas y herramientas bioinformaticas ttiles para determinar el contenido
genético de comunidades enteras de microorganismos (Torsten Thomas, et al., 2012).
La secuenciacion masiva tipo shotgun es un enfoque utilizado para el estudio de la
microbiota no cultivable, basada en la extraccion del ADN o ARN a partir de todas las
células de una comunidad, seguida de la construccion de una libreria y, en lugar de
dirigirse a un locus genomico especifico para su amplificacion, todo el ADN es
fragmentado en pequefias piezas, las cuales son secuenciadas de manera independiente
(Figura 5). Esto da lugar a secuencias de ADN (lecturas) que se alinean en lugares
genomicos diferentes para los miles de genomas presentes en la muestra, incluyendo los
no microbianos. Algunas de estas lecturas sirven para conocer los /oci taxondmicamente
informativos (ARNr 16S), y otros se usan para conocer las secuencias codificantes, que

permiten elucidar las funciones bioldgicas en el genoma. Como resultado, los datos
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metagenomicos proveen la oportunidad de explorar simultineamente dos aspectos de la
comunidad microbiana, qué organismos se encuentran presentes en una muestra y

cuales son sus funciones (Thomas J. Sharpton, 2014).

Técnicas actuales para el perfil del microbioma humano
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Figura S. Enfoques de secuenciacién masiva para el estudio de la microbiota. Existen dos enfoques para
el estudio de muestras que contienen un alto nimero de especies bacterianas y otros microorganismos.
Primer enfoque: Después de que se ha extraido el ADN total, la composiciéon de la comunidad se
determina mediante la amplificacién y secuenciaciéon del gen ARNr 16S. Las secuencias similares se
agrupan en OTUs y se comparan con bases de datos de organismos reconocidos. Segundo enfoque:
Estudio del ADN total (metagendémica) que es secuenciado y comparado con bases de datos destinados a
la funcién. Alternativamente, el ADN de la comunidad secuenciada se puede comparar con genomas de
referencia. Esto permite la identificacién de variantes en las secuencias microbianas y polimorfismos, de
igual forma proporciona un medio alternativo para detectar la presencia y abundancia de organismos
especificos (Lederberg, 2001).

En los ultimos afios, la secuenciacion metagendmica se ha utilizado para identificar
nuevos virus (Yozwiak, NL., et al., 2012), caracterizar la diversidad genomica y la
funcién de comunidades bacterianas no cultivadas (Wrighton K. C., et al., 2012), la
relacion entre sus miembros, los metabolitos que son consumidos y producidos, y la
interaccion con el hospedero; lo cual ha llevado a dilucidar nuevas e importantes

proteinas para la identificacion de taxones y de rutas metabodlicas que diferencian a la

microbiota asociada con los estados de salud y enfermedad (Morgan, et al., 2012).
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JUSTIFICACION

En los tltimos afios el estudio del microbioma humano ha tomado gran importancia
debido a la comprension del papel que ejerce éste en el mantenimiento de la
homeostasis. Uno de los enfoques criticos para el estudio del microbioma humano es la
composicion y diversidad de la comunidad microbiana, que ayudan a dilucidar los
patrones de distribucion y ensamblaje de estas comunidades en todos los hébitats del

cuerpo v facilitan los estudios ecoldgicos y biologicos del mismo.
poy g y g

Actualmente existen investigaciones en donde se observa que los cambios en la
composicion de taxones y especies se encuentran asociados con el desarrollo de algunas
enfermedades. A la fecha se desconoce la diversidad y composicion en la poblacion
latinoamericana en sujetos clinicamente sanos y los cambios ligados a trastornos
funcionales del intestino, como el Sindrome de Intestino Irritable. El conocimiento
generado a partir de este estudio permitira identificar el microbioma para el prondstico,

diagnostico y tratamiento del SII.

33



HIPOTESIS

Existe una asociacion entre la composicion de la microbiota y el Sindrome de Intestino
Irritable que ha sido estudiada en poblaciones anglosajonas y asidticas, dado por un
aumento en la abundancia de los filos Firmicutes y Actinobacteria y una disminucion de
Bacteroidetes, por 1o que si en poblaciones latinoamericanas se encuentra el mismo
comportamiento, a nivel de género se esperara un aumento de Clostridium,
Ruminococcus, Roseburia y Propionibacterium de los cuales, algunas especies

producen acidos grasos de cadena corta, que se encuentran relacionados con el SII.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la composicidon bacteriana presente en muestras de mucosa colénica de

pacientes con SII y sujetos sanos, mediante secuenciacion masiva tipo shotgun.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la extraccion de DNA a partir de biopsias de colon descendente.

2. Determinar los OTUs presentes en las muestras mediante la anotacién de las
secuencias con el servidor MG-RAST.

3. Analizar las diferencias entre las comunidades bacterianas presentes en sujetos

sanos y pacientes con SII.
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MATERIAL Y METODOS

A) Disefio del Estudio

El presente trabajo es un estudio de casos y controles en el que se describe la
composicion de la microbiota de 5 sujetos sanos y 5 pacientes con Sindrome de

Intestino Irritable (SII).

B) Poblacion de estudio

Para llevar a cabo este estudio se invitd a participar a pacientes programados para
colonoscopia diagnoéstica en el Servicio de Endoscopia del Hospital General de México
“Eduardo Liceaga”. El diagnéstico de los pacientes con SII fue realizado mediante la
aplicacion de los cuestionarios de Roma III (Anexo III); ademds se les aplico el
cuestionario de Spiller para eliminar aquellos pacientes con SII causada por infeccion y
el cuestionario de escala de gravedad de los sintomas (IBS-SSS, por sus siglas en
inglés) (Anexo III), que permitio la clasificacion del SII en: leve, moderado y grave.

En el caso de los sujetos sanos, se reclutaron 5 individuos por medio de invitacion
directa y por propaganda a los familiares de los pacientes que asistian a la Unidad de
Endoscopia. A todos los sujetos se les aplicaron los cuestionarios mencionados
previamente, para confirmar que no presentaran sintomas o cualquier otro trastornos
gastrointestinales. Los criterios de inclusion y exclusion para los dos grupos de estudio

se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Criterios de inclusion y exclusion de la poblacion de estudio.

INCLUSION EXCLUSION
1. Edad entre 18 y 65 afios, de ambos 1. Que presenten trastornos de la coagulacion
géneros. que contraindiquen la toma de biopsias por
2. Que llenen el Cuestionario de Roma III colonoscopia.
para determinar el diagnostico de 2. Que hayan tomado antibidticos, inhibidores
Trastornos Funcionales Gastrointestinales de la bomba de protones, antidcidos,
Digestivos, el Cuestionario de Spiller probidticos, prebidticos o antidiarreicos
para SII-PI y el Cuestionario de durante los 3 meses anteriores al estudio.
Severidad del SII (IBS-SSS). 3. Que presenten enfermedades en tratamiento
3. Que provean una muestra de materia fecal con inmunosupresores.

antes de llevar a cabo la preparacion de
limpieza del colon para la colonoscopia

A todos los sujetos que participaron en el estudio se les proporciond una carta de
consentimiento informado, la cual leyeron y firmaron aceptando formar parte del
mismo. Estos protocolos fueron aprobados por los Comités de Investigacion y Etica del

Hospital General de México “Eduardo Liceaga” y de la Facultad de Medicina, UNAM.
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C) Toma y almacenamiento de las biopsias

La colonoscopia se realizé por médicos especialistas del Hospital General de México
“Eduardo Liceaga”. Las biopsias se tomaron de la porcion mas proximal del intestino,
colectando: dos biopsias de ileon, 2 de ciego, 2 de colon ascendente, 2 de colon
transverso, 2 de sigmoides, 2 de recto y 4 de colon descendente. Una vez obtenidas, las
biopsias se colocaron en criotubos conteniendo 500 pl de solucion de RNAlater y se
transportaron a temperatura ambiente del HGM al laboratorio de Inmunologia
Molecular Microbiana, Facultad de Medicina, en donde se llevd a cabo el
procesamiento de las 4 biopsias de colon descendente, debido a que la densidad de las
bacterias aumenta progresivamente a lo largo del intestino delgado desde
aproximadamente 10" en el yeyuno a 10" unidades formadoras de colonias por gramo de
contenido luminal en el extremo del ileon, siendo que en el colon el contenido
bacteriano alcanza 10'> unidades formadoras de colonia por gramo (Zoetendal, E.G., et
al., 2006)

Las biopsias que no fueron procesadas se almacenaron en un tanque de nitrogeno

liquido para la creacion de un Biobanco.

D) Extraccion de DNA gendmico total

La extraccion de DNA genomico (ADNg) se realizd a partir de 4 biopsias de colon
descendente, previamente estandarizado. Debido a la naturaleza de las muestras, antes
de comenzar con la extraccion del ADN, fue necesario realizar un pre tratamiento con el
objetivo de lisar el tejido y facilitar la extraccién del mismo.

Para ello, se dejaron secar en una campana de extraccion sobre papel parafilm estéril las
biopsias de cada paciente durante 10 minutos, las biopsias se pesaron en un tubo
eppendorf de 1.5 ml, limpio y estéril.

Para la obtencion del ADNg, se utilizé el QIAamp DNA mini kit (Qiagen), siguiendo el
protocolo a partir de tejidos. Una vez colocadas las muestras en el tubo eppendorf, se
agregaron 450 pl de Buffer ATL y 20 pl de proteinasa K, se mezclé suavemente por
inversion del tubo por 30 s., para incubar a 56 °C durante 1 h. y 15 min.
aproximadamente, o hasta que el tejido se lisara completamente. Transcurrido este
tiempo se adicionaron 10 pl de RNAsa [10 mg/ml], mezclando por inversion del tubo e
incubando a 37 °C por 30 min. Posteriormente se afladieron 200 pl de Buffer AL,
mezclando por inclinacion del tubo y se incubd a 70 °C por 10 min. Enseguida se

adicionaron 200 pl de etanol frio al 100 % y se mezcld perfectamente en un vortex.

37



Se realizd una transferencia de la mezcla obtenida del lisado del tejido al tubo con la
columna (QIAamp DNA Mini) y se centrifugé a 8,000 rpm durante 1 min. Se cambio el
tubo de recolecta y se afiadieron 500 ul de Buffer AW1, centrifugando a 8,000 rpm
durante 1 min. Posteriormente se colocé la columna de centrifugacion (QIAamp DNA
Mini) en un nuevo tubo de recolecta, anadiendo 500 ul de Buffer AW2 y centrifugando
a 14,000 rpm durante 3 min. Nuevamente se cambid 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
demads contaminantes. Finalmente se coloco la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml
limpio y estéril, se anadieron 100 pl Buffer AE, incubando a temperatura ambiente
durante 5 min y a continuacion se centrifugd durante 1 min. a 8,000 rpm, obteniendo de

esta manera el ADNg.

E) Cuantificacion del DNA gendmico total

El rendimiento de ADNg (ng) y la pureza (relacion de absorbancia 260/280 nm) del
ADNg total extraido a partir de las biopsias, se determind por espectrofotometria,
utilizando el equipo NanoDrop 1000 (1 pl de muestra), donde se define al DNA puro
como aquel que tiene una relacion de absorbancia 260/280 nm en un intervalo de 1.8 y

2.0. La contaminacion por proteinas y fenol disminuye dicha relacion.

F) Determinacion de la integridad del DNA gendmico total

Para evaluar la integridad de las muestras se realizé un gel de agarosa al 0.8% en TAE
0.5x, realizando una corrida electroforética a 70 V por 3 horas y utilizando el fago
lambda (New EnglandLabs) como referencia de peso molecular para el ADNg (48.5
Kb). Para visualizar el ADNg total, el gel se tifi6 en una solucion de bromuro de etidio
(0.5 pg/ml) durante 10 minutos y fue visualizado en el transiluminador a una luz UV de

510 nm.

G) Secuenciacion masiva

Las muestras de ADNg se enviaron a secuenciar a la compania de Macrogen Inc (Seoul,
Corea), mediante el método de shotgun en la plataforma de Illumina HiSeq 4000,
utilizando placas de secuenciacion para obtener un tipo de lecturas 2 x100 paired-end o
de ambos extremos.

Los requerimientos de las muestras de DNA genémico fueron las siguientes:

- Cantidad de aproximadamente 1 pg de ADNg - D. 0. 260/280 entre 1.8-2.0

38



H) Analisis de las secuencias

1. Calidad de las secuencias

El andlisis de calidad de los datos crudos se realizé con la herramienta llamada control
de calidad para datos de secuenciacion masiva, FastQC (v0.11.5, Mac DMG image,
Andrews S., 2010), este programa permite realizar controles de calidad en archivos
obtenidos a partir de distintos métodos de secuenciacion; proporcionando una
estadistica basica del control de calidad del contenido de las secuencias del archivo,
como el tamano, el contenido de Guanina/Citosina, entre otros parametros, pudiendo
detectar aquellas secuencias que presentan una baja calidad (Q<20). El valor Q expresa
numéricamente la exactitud de cada nucledtido en la secuencia, es decir el nivel de
calidad Phred; este valor se encuentra asociado logaritmicamente a la probabilidad de
error, siendo Q20 el valor de corte para datos de buena calidad (Andrews S., 2010).
Cada uno de los archivos de las secuencias obtenidas (forward y reverse) fueron

importados al programa FastQC y analizados (Anexo II).

2. Fusion de lecturas

Las lecturas paired-end, forward y reverse, se fusionaron (merged) con el proposito de
aumentar la longitud total de la lectura, utilizado el programa bioinformatico PEAR
(v0.9.6, Jiajie Zhang, et al., 2014).

Para fusionar los archivos forward y reverse, se utilizaron los parametros estandar del
programa, usando un p-value de 0.01, este valor indica que el ensamblaje de las lecturas
es estadisticamente significativo (99% de que las lecturas hayan hecho traslape) (Anexo

D).

Parametros estandar:
--min-overlap: Especifica el tamafio minimo de sobrelape; default 10
--min-assembly-length: Especifica el largo minimo posible del ensamble de las

secuencias; default 50
Se concatenaron los archivos con las lecturas traslapadas y las lecturas que no se

fusionaron de ambos archivos (forward y reverse), creando un solo archivo que tuviera

tanto las lecturas crudas como las fusionadas por condicion.
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3. Alineamiento de las secuencias contra el Genoma Humano

Debido a la naturaleza de las muestras (biopsias de colon), la cantidad de lecturas
humanas esperadas es mayor en comparacion con las que no lo son (procariotas,
eucariotas, otras), por lo que fue necesario realizar la separacion de aquellas lecturas
que no alinearan contra el Genoma Humano de aquellas que si alinearon. Para esto se
utilizé el programa Bowtie (v1.2.0, Langmead B, ef al., 2016), que alinea las lecturas
contra un genoma de referencia, en este caso contra al Genoma Humano (Homo sapiens

(GRCh38)) (Manual Bowtie v1.2.0, Langmead B, et al., 2016) (Anexo II).

Para llevar a cabo la separacion de las lecturas se establecieron los siguientes
parametros:

--local: Alineamiento local

--seedmms: Méaximo niimero de mismatches permitidos, 2

--magerr: Total méximo permitido de valores de calidad en todas las posiciones de
lectura no coincidentes en toda la alineacion, default 70.

-v: Reporta los alineamientos con al menos 5 mismatches

4. Anotacion taxonémica con MG-RAST

Para llevar a cabo la anotacion de las secuencias no alineadas contra el genoma humano
se empled el servidor de anotacion rapida de metagenomas, MG-RAST (v4.0, Andreas
Wilke, et al., 2016). Para llevar a cabo este andlisis fue necesario cargar los archivos al
servidor MG-RAST, a través del cual se determinaron los perfiles de abundancia
comparando la similitud de las secuencias contra una base de datos de proteinas MS5nr
que es una base de datos no redundante integrada por otras bases como: GenBank,
SEED, IMG, UniProt, KEGG.

Los perfiles de abundancia, fueron determinados bajo el contexto del ancestro comin
mas lejano (LCA); con este método se evita el problema de multiples anotaciones
taxonomicas para una sola caracteristica. Los pardmetros empleados fueron: e-value
maximo de le-10, identidad minima del 70% y longitud minima de alineacién de 3.

Los perfiles de abundancia de MG-RAST fueron transformados en frecuencias relativas
para un mejor manejo de los datos y mediante el uso de R, se obtuvieron las graficas de
frecuencias para los miembros mas abundantes de cada nivel taxondmico.

A partir del andlisis realizado con MG-RAST, se eligieron Unicamente las secuencias

pertenecientes a las bacterias con ayuda de los comando de Linux y de los archivos de
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anotacion en formato .tsv (Anexo II), descargados a partir de MG-RAST, con las
anotaciones taxonomicas para cada metagenoma. Estos archivos fueron cargados en el
programa de R (R Core Team, 2015) con la biblioteca reshape2 (Wickham, 2014) para
realizar la transformacion de dicha tabla a una tabla de abundancia, que para facilitar su
observacion grafica fueron transformados en frecuencias relativas, dividiendo la
abundancia de cada metagenoma, por nivel taxondémico, entre el total de abundancias
por cada metagenoma. Para facilitar la visualizacién de las graficas de frecuencias
relativas se elegiron hasta los treinta taxones mas abundantes (a partir de la categoria de

familia, hasta llegar a la especie).

5. Analisis estadistico
Finalmente se realiz6 un analisis estadistico de las frecuencias relativas para cada nivel
taxonomico usando la prueba de Mann-Whitney, con el programa SPSS v12, util para

determinar las diferencias entre las medianas de dos o mas grupos.
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RESULTADOS

A) Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de estudio

En el estudio se incluyeron 10 sujetos, 5 sujetos sanos y 5 pacientes con SII, siguiendo
los criterios de inclusion y exclusion, y el cuestionario de Roma III para el diagnostico
del SII (Anexo III). De los pacientes con SII, tres de ellos fueron evaluados como SII
con predominancia de diarrea, uno con predominancia de estrefiimiento y otro mixto, es
importante mencionar que ninguno de los sujetos presentd SII post-infeccion. En la
tabla 6 se presentan las caracteristicas clinicas y demograficas tanto de los pacientes con
SII como de los sujetos sanos. En general en el grupo de los pacientes con SII, la
mediana de 41 afos, con un rango de 24 a 60 afios de edad, cuatro de ellos mujeres y un
hombre, dos de los cuales con sobrepeso y de acuerdo al cuestionario de escala de
gravedad de los sintomas, dos pacientes presentaron un SII leve y tres moderado. En el
grupo de los sujetos sanos, 3 de ellos fueron mujeres y 2 hombres, la mediana de edad
fue de 28 afios y un rango de 24 a 44 afios de edad, dos de ellos con sobrepeso. Cabe

mencionar que ninguno de los sujetos de este grupo presentd comorbilidades (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion.

Sujeto  Sexo Edad Estado Nivel IMC2 Comorbilidades  Subtipo  Severidad
Civil educativo de SII
SII-1 F 41 Soltera  Secundaria Normal Ninguna SII-E Leve
SII-2 F 60 Soltera Técnico/ Sobrepeso Ninguna SII-D Moderado
Comercial
SII-3 F 60 Viuda Primaria Normal Hiperlipidemia SII-D Moderado
SII-4 F 37 Soltera  Preparatoria ~ Normal Ninguna SII-D Leve
SII-5 M 24 Soltero  Profesional  Sobrepeso Ninguna SII-M Moderado
CTRL- M 24 Soltero  Profesional Normal Ninguna ~  -—----- e
1
CTRL- F 33 Soltera  Preparatoria ~ Normal Ninguna - e
2
CTRL- F 28 Soltera  Profesional Normal Ninguna ~  -—----- e
3
CTRL- M 27 Soltero  Profesional  Sobrepeso Ninguno - —emeee-
4
CTRL- F 44 Casada Preparatoria Sobrepeso Ninguno ~  ------- e
5

SII: Paciente con Sindrome de Intestino Irritable, E: Estrefiimiento, D: Diarrea, M: Mixto, CTRL: Sujetos
sanos, F: Femenino y M: Masculino.

B) Cuantificacion e integridad del ADN gendmico total

Los resultados de la cuantificacion y pureza obtenidos para cada muestra se muestran en
la tabla 8, donde la relacion 260/280 promedio del ADN extraido fue de 1.80 y la

relacion 260/230 promedio fue de 2.05, estos valores se encuentran dentro del intervalo
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normal requerido para considerar una buena pureza del 4cido nucleico. La
concentracion promedio fue de 4.46 pg de ADN, adecuado para el proceso de

secuenciacion (Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacion del ADN gendmico obtenido a partir de biopsias

Muestra N° biopsiasy [ng/pl] Rel. Rel. Cantidad

peso (mg) 260/280 260/230 Total

(ng)

SII-1E 4(21.2) 61.61 1.85 1.88 6.16
SII-2D 2(9.7) 17.15 1.73 2.07 1.71
SII-3D 4 (18.9) 53.21 1.85 1.86 5.32
SII-4D 4 (8.6) 83.55 1.79 1.94 8.35
SII-5M 4(9.8) 20.06 1.93 2.35 2.00
CTRL-1 4(12.9) 23.2 1.79 1.84 2.32
CTRL-2 4(15.2) 82.2 1.80 2.39 8.22
CTRL-3 4 (15.3) 29.8 1.92 2.05 2.98
CTRL-4 4 (12.6) 46.9 1.60 2.04 4.69
CTRL-5 4(9.1) 28.9 1.82 2.09 2.89
Promedio 13.33 mg 44.65 1.81 2.05 4.46

SII-1E: Paciente con SII 1 con predominio de estrefiimiento, SII-2D: Paciente con SII 2 con predominio
de diarrea, SII-SM: Paciente con SII 5 mixto, CTRL: sujetos sanos. De aqui en adelante las muestras
(metagenomas) se etiquetaron como: SII-1E, SII-2D, SII-3D, SII-4D y SII-5M.

Para verificar la integridad del ADN genomico, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa, las bandas que corresponden al ADN de las muestras y el fago lambda se
observan en la figura 6. En todos los casos se muestra una banda bien definida, lo cual
indica que el ADN extraido tuvo una buena integridad, por lo que fue posible el envio

de las muestras para su secuenciacion.

I
Fago 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Figura 6. Visualizaciéon del ADN genémico total de las muestras procesadas. Electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TAE 0.5x, con una corrida electroforética de 3 horas a 70V. Carril uno, fago lambda
(48.5 Kb), utilizado como marcador de peso molecular; en los demas carriles se observa la banda de ADN
que pertenece a la muestra correspondiente. SII: pacientes con SII y CTRL: sujetos sanos. En cada carril
se cargaron 50 ng de muestra y de fago.
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C) Calidad de las secuencias obtenidas

Los datos generados a partir de la secuenciacion se encuentran conformados por lecturas
con longitud de 101 pares de bases, lo que es apreciable al dividir el nimero total de
bases leidas sobre el total de lecturas por cada muestra.

La mayor cantidad de lecturas reportadas pertenecen a la muestra CTRL-5 por encima
de los 23.5 Gb, seguida de la muestra CTRL-4 con poco méas de 23 GB, CTRL-3 con
22.9 GB, CTRL-1 con 22.7 GB, SII-1 con 22 GB, SII-2 con poco mas de 19 GB, SII-3
con 18.8 GB, CTRL-2 con 18.2 GB, la muestra SII-4 con 17.8 GB y finalmente la
muestra con menos bases leidas corresponde a SII-5 con 16.7 GB (Tabla 9). Asimismo,
el rango de lecturas totales para cada muestra esta en funcion del nimero total de bases

leidas.

Tabla 9. Estadisticas de los datos de secuenciacion.

Total de bases Total de GC AT Q20 Q30
Muestra leidas (pb) lecturas % % % %

SII-1E 22,040,491,488 218,222, 688 40.06 5994 9548  89.68

SII-2D 19,195,441,274 190,053,874 40.16 59.84 9571  90.09
SII-3D 18,796,197,566 186,100,966 40.04 5996 9425  87.23
SII-4D 17,792,087,684 176,159,284 40.12 59.88 9533  89.32
SII-5E 16,658,509,740 164,935,740 39.94 60.06 9522  88.92
CTRL-1 22,773,143,872 225,476,672 40.1 59.9 96.2 91.29
CTRL-2 18,262,472,358 180,816,558 40.0 60.0 96.4 91.67
CTRL-3 22,897,365,388 226,706,588 39.94 60.06 96.1 91.05
CTRL-4 23,130,460,460 229,014,460 39.7 60.3 96.54  91.96

CTRL-5 23,568,725,922 233,353,722 40.05 59.95 96.14 91.21
Promedio @ - e 40.01 59.99 95.73 90.24

Total de bases leidas: Numero total de bases secuenciadas. Total de lecturas: Numero total de lecturas
(secuenciacion paired-end) GC (%): Porcentaje de Guanina-Citosina, AT (%): Porcentaje de Adenina-
Timina, Q20 (%):Calidad Phred, un error en cada 100 bases, Q30 (%):Calidad Phred, un error en cada
100 bases.

En general, el porcentaje promedio de pares GC observado es inferior al de AT. El
promedio de contenido total de GC fue de 40.01% y el 59.99% restante pertenece a los
dinucleodtidos AT, valores similares al DNA mamifero, que son consistentes con la

naturaleza de la muestra.
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El promedio de calidad Q20 fue de 95.73% (probabilidad de error de 1 en 100 bases), en
tanto que el promedio de calidad Q30 fue de 90.24% (probabilidad de error de 1 en
1,000 bases) (Tabla 9).

D) Analisis de las secuencias

1. Calidad de las secuencias crudas y fusionadas

Con el proposito de conocer la calidad las lecturas crudas y fusionadas obtenidas a partir

de la secuenciacion y de las lecturas procesadas en PEAR, se llevo a cabo un analisis

con FastQC.

De manera general en la tabla 10 se muestra la estadistica para todas las muestras

secuenciadas, tanto de las lecturas forward como de las reverse, antes de su fusion; en

donde se observa que el largo de las secuencias es de 101 pares de bases; de la misma

forma se presenta la estadistica de las lecturas al ser fusionados ambos archivos, en

donde se aprecia que el total de las secuencias se incrementa al doble y por lo tanto la

longitud de las secuencias es mayor, de 192 pares de bases.

Tabla 10. Estadistica basica generada por el programa FastQC para cada muestra

Secuencias | Secuencias = Secuencias

Muestra Parametros Forward Reverse Fusionadas

Total de secuencias 109,111,344 109,111,344 218,222,688
SH-1E Secuencias marcadas de baja calidad | 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 95,026,937 95,026,937 190,053,874
SII-2D Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 9,305,048 9,305,048 186,100,966
SII-3D Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 82,467,870 82,467,870 176,159,284
SII-4D Secuencias marcadas de baja calidad | 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 124,232,754 124,232,754 164,935,740
SII-5M Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 112,738,336 112,738,336 = 225,476,672
CTRL-1 Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0
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Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 40 40 40

Total de secuencias 90,408,276 90,408,276 180,816,558
CTRL-2 Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 40 40 40

Total de secuencias 113,351,294 113,351,294 226,706,588
CTRL-3 Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 114,507,230 114,507,230 @ 229,014,460
CTRL-4 Secuencias marcadas de baja calidad 0 0 0

Longitud de las secuencias 101 101 50-192

% GC 39 40 40

Total de secuencias 116,676,861 116,676,861 233,353,722
CTRL-5 Longitud de las secuencias 101 101 50-192

Secuencias marcadas de baja calidad | 0 0 0

% GC 40 40 40
A) N Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding) l :

38
36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

NS

il

ll

o

B) 40—

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

LT

i

HNNRNN

|

I

read (bp)

1234656 7 8 9 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97
Position in

46



0

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

40 AANRNNRANNNN lI!!!'l!Q!I

w
&

LI
[111

w w
N b
N
LY ]

12 3 45 6 7 8 9 15-13 30-34 45-49 60-64 75-73 90-94 105-109 120-124 135-139 150-154 165-163 180-184
Position in read (bp)

Figura 7. Histograma del puntaje de calidad por base de secuencia de la muestra SII-1E. A) Lecturas
Foward, B) Lecturas Reverse, C) Lecturas fusionadas. La linea roja central representa el valor de la
mediana, el cuadro amarillo representa el rango intercuartil (25-75%), los bigotes superior e inferior
representan el 10% y el 90% en puntos, la linea azul representa la media. El fondo del histograma divide
al eje de las abscisas (x) en la posicion de las lecturas por pares de bases que poseen buena calidad (color
verde), calidad moderada (naranja), y baja calidad (rojo), y el eje de las ordenadas (y) en la puntuacién de
calidad, que va de cero a 40, siendo ésta la maxima calidad de puntuacion.

Los histogramas de la figura 7 muestran la calidad de las bases secuenciadas para la
muestra SII-1E antes y después de la fusion de las secuencias, en donde se observa la
gama de valores de calidad por cada posicion de las bases. La minima puntuacién de
calidad para la base es de 20 puntos, por tanto, cuanto mayor sea la puntuacién, mejor
calidad presentara la secuencia.

La calidad de las bases para las lecturas de la muestra SII-1E, tanto para las secuencias
forward, reverse y las fusionadas, se encuentran por arriba del valor minimo de calidad.
Se observa que en el caso de las lecturas forward y reverse (A y B), la longitud de las
mismas es hasta de 97 pb, mientras que para el archivo que contiene las lecturas
fusionadas (C) aumenta poco menos que el doble, alcanzando una longitud de 184 pares
de bases. También se puede apreciar que para los tres casos, los valores de calidad de
los extremos, de la posicion inicial y final de las lecturas, tienden a disminuir, sin
embargo ninguno de ellos es mas bajo que el valor de calidad minimo esperado.

Para cada uno de los archivos de las muestras se realizd el mismo procedimiento,
obteniendo un resultado homogéneo en cuanto a la calidad de las secuencias que fue
siempre mayor al minimo, es decir todas las muestras presentaron un valor de calidad

mayor a 20.
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2. Alineamiento de las secuencias

El alineamiento de las secuencias se realizd con el programa Bowtie, el cual generd
archivos que contienen tanto las secuencias no alineadas contra el genoma de referencia
como las que si alinearon. En la tabla 11 se muestra la cantidad de estas secuencias
correspondientes a lecturas procariotas y de humano por muestra. En promedio la
cantidad de secuencias no alineadas fue de 19, 763,708 lecturas y de las secuencias
alineadas contra el genoma humano de 193, 086,669 lecturas, las cuales fueron

eliminadas del analisis.

Tabla 11. Numero de secuencias alineadas y no alineadas contra el Genoma Humano.

Metagenoma Se?uencias Secqencias no

alineadas alineadas

SII-1E 192,245,614 25,977,074
SII-2D 168,867,819 21,186,055
SII-3D 173,277,836 12,823,130
SII-4D 154,552,324 21,606,960
SII-5M 136,419,918 28,515,822
CTRL-1 205,053,630 20,423,042
CTRL-2 165,325,399 15,491,159
CTRL-3 203,721,784 22,984,804
CTRL-4 209,802,244 19,212,216
CTRL-5 213,260,643 20,093,079
Promedio 193, 086,669 19, 763,708

3. Andlisis de la diversidad bacteriana anotada con MG-RAST y Andlisis estadistico

Una vez obtenidas las secuencias que no alinearon contra el genoma humano, éstas se
cargaron en el servidor MG-RAST. Las secuencias que no alinearon contra el genoma
humano se separaron en Arqueas, Bacterias, Eucariotas y Virus. En la tabla 12 se
muestran los porcentajes de las secuencias de cada metagenoma para cada dominio,
notandose un menor porcentaje de secuencias bacterianas en los pacientes con SII

(promedio de 45.06%) en comparacion son los sujetos sanos (promedio 90.55%).

48



Tabla 12. Porcentaje de lecturas que no alinearon contra el genoma humano asignadas con el
Servidor MG-RAST.

% % % %
Metagenoma Arqueas Bacterias FEucariotas Virus
SI-1E 0.055 31.45 68.46 0.027
SII-2D 0.078 54.99 44.82 0.109
SII-3D 0.019 41.07 58.8 0.095
SII-4D 0.246 53.24 46.40 0.112
SII-5M 0.109 44.58 55.06 0.237
CTRL-1 0.135 68.71 30.59 1.468
CTRL-2 0.106 89.42 10.44 0.031
CTRL-3 0.118 99.47 0.394 0.019
CTRL-4 0.221 96.02 3.632 0.117
CTRL-5 0.117 99.16 0.594 0.026
Promedio 0.120 67.81 31.92 0.224

Una vez elegidas las secuencias bacterianas, se llevdo a cabo un andlisis entre las
diferencias estadisticamente significativas de las abundancias de cada poblacion, sujetos
sanos y pacientes con SII, usando el paquete DESeq2 v1.14.1, basado en una
distribucion binomial negativa, sin embargo el programa no encontrd diferencia
significativa alguna. Es por ello que se usé la prueba de Mann-Whitney, empleando el
programa SPSS v9.0, la cual es una prueba no paramétrica empleada para comparar si
dos muestras aleatorias e independientes proceden de una misma poblacion.

En las proximas tablas se muestran las frecuencias relativas obtenidas desde el nivel de
filo hasta la especie, comparando las frecuencias relativas entre los pacientes con SII y
los sujetos sanos. En las tablas se incluye el valor de p; cuando este valor es igual o
menor que 0.05, indica que entre los dos grupos hay diferencia estadisticamente
significativa; si el valor de p es mayor que 0.05, entonces no existe diferencia entre las
frecuencias de ambos grupos.

El analisis taxonémico de la microbiota del colon descendente a nivel de filo, mostro
que los mas representativos fueron: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Fusobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia, presentes en todos los metagenomas.

Las Actinobacterias y Proteobacterias se encontraron con mayor frecuencia en los
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sujetos con SII, comparados con los CTRL; en contraste el filo mas representativo en el
grupo de los sujetos sanos fue Bacteroidetes (Figura 8).
El valor estadisticamente significativo fue un aumento de los filos Actinobacteria y

Proteobacteria, y una disminucion en Bacteroidetes para el grupo de los pacientes con

SII (Tabla 13).
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Figura 8. Frecuencia relativa de los filos en los metagenomas analizados. Los filos mas frecuentes en
sujetos sanos (CTRL) son Bacteroidetes y Firmicutes, mientras que en los pacientes con SII se observa un
aumento en Proteobacteria, Actinobacteria y Fusobacteria para el sujeto SII-2D; y una disminucion en
Bacteroidetes en todos los metagenomas de esta condicion.

Tabla 13. Frecuencia relativa a nivel de filo en los metagenomas de los pacientes con SII y los
sujetos sanos. Filos con mayor frecuencia relativa (expresado en porcentaje) y valor de p
estadistico.

Frecuencia relativa (%)
Filo Sujetos con SII Sujetos sanos
IE |[2D*| 3D | 4D |5M*| 1 | 2 | 3 [ 4| 5 | p

Actinobacteria 9 29 29 18 46 |16 15 08 047 0.49 |0.028
Bacteroidetes | 249 22.1 346 644 329|508 225 72.6 563 54.3 |0.009
Firmicutes 234 275 423 282 443|354 253 23.0 383 42.1 |0917
Fusobacteria 0 204 0.16 031 0.10]0.13 070 0.01 0.04 0.09 |0.347
Proteobacteria | 42.4 26.6 19.8 5.18 17.4 119 229 3.33 4.40 0.179 | 0.009
Verrucomicrobia | 0.18 027 0 0 041 0 0 0 039 121 ]0914

*Sujetos con sobrepeso

A nivel de clase los taxones mas abundantes presentes en los pacientes con SII de

acuerdo a su frecuencia relativa fueron Alphaproteobacteria y Erysipelotrichia, con una
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tendencia en Actinobacteria. Mientras que para los sujetos sanos Bacteroidia y

Deltaproteobacteria fueron los taxones mas frecuentes (Tabla 14).

Tabla 14. Frecuencia relativa a nivel de clase en los metagenomas de los pacientes con SII y los
sujetos sanos. Clases encontradas con mayor frecuencia relativa (expresado en porcentaje) y
valor de p estadistico.

Frecuencia relativa (%)

Clase Sujetos con SII Sujetos sanos
IE | 2D | 3D | 4D | 5M 1 | 213 | 4] 5 p
Actinobacteria 9.63 3.25 3.81 4.61 520 1.78 1.58 091 049 7.42 |0.076
Alphaproteobacteria 0.77 216 031 1.43 1.32 041 010 0 0.13 049 |0.028
Bacilli 481 16.1 536 19.7 9.85 543 3.12 025 213 233 |0.251
Bacteroidia 241 173 223 17.1 418 51.8 227 742 583 253 0.047
Betaproteobacteria 1.92 182 0.61 286 254 1.17  2.64 032 040 3.39 |0.602
Clostridia 150 9.81 356 435 138 269  20.0 20.6 33.1 4.04 |0917
Deltaproteobacteria 0 019 0 031 0.11 034 0.12 047 121 037 | 0.028
Epsilonproteobacteria 0 221 0.10 079 2.99 020 005 O 0 0.58 | 0.209
Erysipelotrichia 211 133 237 222 1.66 1.30  0.35 0.38 0.23 0.87 | 0.009
Flavobacteria 0.57 325 0 0.15 0.33 0.13 0.05 0 0 0.56 | 0.251
Fusobacteria 0 21.6 020 079 8.30 0.13 0.72 0.01 0.04 1.03 |0.347
Gammaproteobacteria | 40.4 202 24.1 6.04 108 10.1 47.6 247 274 32.1 | 0.602
Negativicutes 038 024 5.05 031 044 0.06 0.75 0.31 0.63 0.05 | 0.465
Verrucomicrobiae 0.19 024 0 0 0.66 0 0 0 041 032 |0914

Epsilonproteobacteria, aunque no fue significativo, se observa un incremento en el sujeto con SII mixto
(SI-5M), asi como en un sujeto con predominio de diarrea (SII-2D).
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Figura 9. Frecuencia relativa de las clases en los metagenomas analizados. Las clases mas frecuentes en
sujetos sanos (CTRL) son Bacteroidia y Clostridia, y en pacientes con SII se observa un aumento en
Proteobacteria, Actinobacteria, y una disminucion en Bacteroidetes.

51



La figura 9 presenta de manera grafica las clases mas frecuentes para ambas
condiciones. Se puede observar que en SII las clases que aumentan su frecuencia en
comparacion de los sujetos sanos son: Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Bacilli,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Erysipelotrichia; mientras que, la clase
que presenta una frecuencia disminuida fue Bacteroidia.

A nivel de orden, los mas significativos estadisticamente fueron Actinomycetales y
Erysipelotrichales, en el grupo de los pacientes con SII, mientras que para el grupo de

los sujetos sanos fueron: Bacteroidales y Desulfovibriales (Tabla 15).

Tabla 15. Frecuencia relativa a nivel de orden en los metagenomas de los pacientes con SII y
los sujetos sanos. Ordenes con mayor frecuencia relativa (expresado en porcentaje) y valor de p
estadistico.

Frecuencia relativa (%)

Orden Sujetos con SII Sujetos sanos
IE | 2D | 3D ]| 4D | sM | 1 | 2 | 3| 4 | 5 p
Actinomycetales 9.83 287 216 479 6.28 | 1.52 238 0.02 029 1.32 | 0.016
Bacillales 1.25 0.58 0.08 049 0.60 | 048 021 0.04 025 146 |0.347

Bacteroidales 26.1 1877 36.0 17.76 25 | 52.2 393 744 585 375 0.009
Bifidobacteroidales | 0.20 0 0.60 0 0.30 | 0.13 0.13 0.50 0.003 7.48 | 0.600
Burkholderiales 2.09 1.86 034 279 194 | 111 430 024 039 581 |00917

Campylobacteriales 0 223 008 082 643 | 020 0.08 0 0 0.48 | 0.295
Clostridiales 16.1 1053 29.6 451 233 | 27.1 344 206 332 148 |0.754
Coriobacteriales 031 031 037 0 025 | 0.06 0.04 034 0.17 0.19 | 0.465
Desulfovibriales 0 0.21 0 032 0.15| 034 0.17 047 121 4.79|0.028

Enterobacterailes 207 17.87 19.2 181 113 | 9.56 8.03 223 236 544 0.117
Erysipelotrichales | 2.30 143 198 230 254|131 060 038 023 1.30|0.009

Fusobacteriales 0 2340 0.17 082 1.04 | 0.14 125 0.01 0.04 0.66 | 0.465
Lactobacillales 334 16.22 406 1825 4.19 | 485 499 0.19 1.80 10.4 | 0.465
Pasteurellales 0 032 051 263 344 0 2.04 0.11 0.23 0.66 | 0.402
Pseudomonadales | 16,73 1.75 0.17 1.15 11.3 | 0.62 0.39 0.04 0.08 1.69 | 0.076
Rizhobiales 0.15 049 0.15 0.12 0 0 002 0 0.04 0.01 | 0.251
Rhodobacteriales 0 036 007 0.12 0.16 | 0.12 0.04 0 0 0 |0.251
Selenomonadales 031 022 367 0.12 0 0.06 0.69 028 055 0.11 | 0.602
Verrocomicrobiales | 0.20  0.26 0 0 1.19 0 0 0 0.41 0.46 | 0914

Se observa que Campylobacteriales se encuentra con mayor frecuencia en dos sujetos con predominio de
diarrea (SII-2D y SII-4D) y en el sujeto con SII mixto (SII-5M). Por otra parte el orden Enterobacterailes
también mostré un aumento, aunque no significativo, en el grupo de los pacientes con SII. En el caso de
Lactobacillales, aunque tampoco presenta una significancia estadistica, se observa que éste aumentd para
dos sujetos con predominio de diarrea (SII-2D y SII-4D). Y finalmente Pseudomonadales también
presentd un aumento comparado con los sujetos sanos, presente en el metagenoma del paciente con
predominio de estrefiimiento (SII-1E) y el paciente con SII mixto (SII-5M), posiblemente relacionados
con la sintomatologia.

Los taxones mds abundantes presentes en los pacientes con SII de acuerdo a su

frecuencia relativa fueron Actinomycetales, Campylobacteriales, Enterobacterailes,
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Erysipelotrichales, Lactobacillales y Pseudomonadales. Por otra parte en los sujetos

sanos los taxones mas frecuentes fueron: Bacteroidales y Desulfovibriales (Figura 10).
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Figura 10. Frecuencia relativa de los oOrdenes en los metagenomas analizados. Los ordenes mas
frecuentes en sujetos sanos (CTRL) son Bacteroidetes, Clostridiales y Burkholderiales; mientras que en
pacientes con SII se observa un aumento en Actinomycetales, Bacillales Enterobacteriales,
Erysipelotrichales, Lactobacillales y Pseudomonadales, y una disminucion de Bacteroidales.

Las 28 familias mdas representativas en ambos grupos se presentan en la figura 11,
siendo la familia Bacteroideceae la que se encuentra presente en todos los metagenomas
de los sujetos sanos, aunque con menor frecuencia relativa en los pacientes con SII. De
manera interesante la familia Enterococcaceae se encuentra con mayor frecuencia en el
grupo de los pacientes con SII en comparacion con los sujetos sanos. Por otra parte, la
familia Pseudomonadaceae presentd una mayor frecuencia en el metagenoma SII-1E y
la familia Fusobacteriacea fue la de mayor frecuencia en el metagenoma SII-2D.
Adicionalmente la familia Erysipelotrichaceae presentd un incremento significativo.
Por otra parte, Bacteroideceae, Desulfovibrionaceae 'y una tendencia en
Ruminococcaceae se encontraron disminuidas en esta poblacion.

Las familias que tuvieron un valor de p estadistico en el grupo de los pacientes con SII
fueron: Enterococcaceae y Erysipelotrichaceae, mientras que para el grupo de los

sujetos sanos fueron: Bacteroideceae y Desulfovibrionaceae (Tabla 16).
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Figura 11. Frecuencia relativa de las familias presentes en los metagenomas analizados. Las familias mas
frecuentes en sujetos sanos (CTRL) son Bacteroidetes y Ruminicoccaceae; para los pacientes con SII se
observa un aumento en Enterococcaceae, Erysipelotrichaceae, Lachnospiraceae 'y Clostridiaceae.

Tabla 16. Frecuencia relativa a nivel de familia en los metagenomas de los pacientes con SII y
los sujetos sanos. Familias con mayor frecuencia relativa (expresado en porcentaje) y valor de p
estadistico.

Frecuencia relativa (%)
Familia Sujetos con SII Su{etos sanos

IE [2D | 3D | 4D |[5M | 1 | 2 | 3| 4 |5 p
Acidaminococcaceae 0 0.23 020 0.62 0 050 050 0.05 0.04 2.14|0.751
Aerococcaceae 0 0 024 140 125]0.09 0.06 0.02 0.01 0.50]0.753
Alcaligenaceae 0.40 0.62 0 0.16 0.15]049 2.07 0.10 0 0.75 1 0.917
Bacilaceae 0 0.07 0.24 0 0 0 0 001 0.05 0.50]0.738
Bacteroidaceae 259 205 208 184 26.1|553 38.1 784 56.2 47.1]0.009
Bifidobacteriace 0.40 0 1.72 0 062]0.19 0.18 0.64 0 0.70 | 0.753
Clostridiacea 040 1.17 36 194 135|099 1.01 1.02 247 1.23]0.251
Clostridiales Familia XI | 0.40 0 0 040 062 0 0.80 0.01 0.02 0.06|0916
Coriobactereaceae 080 054 1.22 0 0.311]0.09 0.12 047 035 1.17]0.602
Desulfovibrionaceae 0 0.31 0 040 0 [039 025 0.60 217 7.09 ] 0.045
Enterococcaceae 0.80 212 835 18.0 298| 625 6.23 0 1.89 6.58 | 0.076
Erysipelotrichaceae 445 211 565 281 9.1 188 0.88 049 042 1.61 | 0.009
Eubacteriaceae 1.61 023 049 0.80 031079 132 064 070 3.62]0.251
Fusobacteriacea 0 344 049 1.00 0 |[0.19 1.87 0 0 0.57 |1 0917
Lachnospiraceae 6.47 0.15 19.16 4.81 10.0|3.96 441 338 11.03 9.54 | 0.602
Lactobacillaceae 0.40 0 0 0 0 (019 O 0 0.06 0.11]0.518
Pasteurellaceae 0 046 147 3.21 0 0 296 0.13 043 0 |0.690
Porphyromonadaceae | 0.80 0.54 0 1.00 0 039 0.06 123 0.12 0.70]0.753
Prevotellaceae 11.74 0.39 221 1.20 0 |[793 7.12 0.15 027 1.43|0.917
Propionibacteriaceae | 12.95 3,51 515 4.01 0 |1.78 3.02 0.01 028 1.25]0.117
Pseudomonadaceae 2226 1.64 024 0.40 0 1029 0.18 0.05 0.10 0.39]0.251
Rhodobactereaceae 0 062 024 040 031]0.19 0.12 0 0.01 0 |0.094
Rikenellaceae 0 0 024 080 0941|029 0.18 0.77 0.32 0.68|0.753
Ruminococcaceae 323 922 140 16.6 377|169 262 11.1 199 9.6 | 0.076
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Staphylocaccaceae | 2.0 054 049 180 0 069 025 0 005 0
Streptococcaceae | 404 078 0.17 080 0 [039 050 0.16 1.09 1.01
Veillonellaceae 0.80 0.15 120 020 0.94[0.09 138 029 095 0.95
Verrucomicrobiaceae 0 0.39 0 0 0 0 0 0 0.76 0.50

0.209
0.465
0.754
0.310

La familia Propionibacteriaceae presentd un incremento, no significativo, en los sujetos con SII con
predominio de diarrea (SII-2D, SII-3D y SII-4D) y en el metagenoma del sujeto con predominio de
estrefiimiento (SII-1E), en contraste, no se encontrd presente en el metagenoma del sujeto con SII mixto
(SII-5M). Por otra parte Pseudomonadaceae mostré un aumento en el metagenoma del sujeto con
predomino de estrefiimiento (SII-1E), en comparacion con los sujetos sanos, ¢ incluso con los sujetos de
la poblacién con SII. Y aunque tampoco es un cambio significativo, la familia Ruminococcaceae presenta
un aumento en el grupo de los sujetos sanos.

En la figura 12 se observa la grafica de frecuencia relativa en la que se ven a los 27
géneros mas frecuentes, en donde se observa que en los metagenomas del grupo de los
pacientes con SII el género Bacteroides esta disminuido en comparacion con el de los
sujetos sanos. En contraste el género Enterococus aumento su frecuencia relativa en los
pacientes con SII, a excepcion del sujeto con predominio de estreiiimiento (SII-1E),
mientras que los metagenomas de los sujetos sanos presentaron una menor frecuencia
de este género. El género Lactobacillus también presentd una mayor frecuencia en el
grupo de los pacientes con SII comparado con el grupo de sujetos sanos; en tanto que
Pseudomonas y Fusobacteria se encontraron con mayor frecuencia en los metagenomas

SII-1E y SII-2D, en comparacién con los sujetos sanos.
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Figura 12. Frecuencia relativa de los géneros presentes en los metagenomas analizados. Los géneros mas
frecuentes en sujetos sanos (CTRL) fueron Bacteroides, Faecalibacterium, Ruminoccocus y en menor
medida Prevotella; para los pacientes con SII se observa un aumento en Enterococcus, Bifidobacterium y
Acinetobacter en la muestra SII-1

55



Los valores de p estadisticamente significativos para el grupo de los pacientes con SII a
nivel de género fueron: Propionibacterium y Staphylococcus, mientras que para el

grupo de los sujetos sanos fueron: Dorea, Faecalibacterium y Gemella (Tabla 17).

Tabla 17. Frecuencia relativa a nivel de género en los metagenomas de los pacientes con SII y los sujetos
sanos. Géneros con mayor frecuencia relativa (expresado en porcentaje) y valor de p estadistico.

Frecuencia relativa (%)
Sujetos con SII Sujetos sanos

Género 1E|2D|3D|4D|5M 1|2|3|4|5 y 4

Acidaminococcus 0 0.07 0 0 0 0 0 0.01 0.03 0.69 | 0.290
Acinetobacter 0.74 0.71 0.21 0.88 0 |0.28 0.30 0 0.03 0.09|0.251
Bacteroides 265 20.7 339 403 34.0|20.1 36.4 81.7 68.8 23.2|0.602
Bifidobacterium  0.41 0 1.53 0 054(023 0.18 0.60 0 0.570.753
Bilophila 0 0.23 0 035 247|004 024 0.35 1.58 0.86]0.346
Blautia 0.82 0 0 0 0 (210 O 004 0 0.120.147
Clostridium 041 1.19 328 17.1 148|098 096 1.05 2.06 0.65|0.175
Coprococcus 1.65 0.07 131 0.17 054252 0.18 092 0.03 049]| 0917
Dorea 0.41 0 021 070 0 |2.89 090 0.67 2.49 3.12|0.016
Enterobacter 0.41 0 0 0 082023 0.18 0 0 0 |0911
Enterococcus 0.82 2158 7.43 158 11.2 | 1.68 594 0.03 1.58 2.56|0.076
Escherichia 0 404 568 0.17 329|667 146 040 050 1.05]0.465
Eubacterium 1.65 023 043 0.70 054 O 1.26 0.66 058 1.220.754
Faecalibacterium 041 833 021 11.7 631|183 19.8 456 123 46.6 | 0.047
Fusobacterium 0 342 043 0.88 0 1.96 1.74 0.08 0.06 0.61 | 0.600
Gemella 0 0 0 017 0 |0.04 0.06 0 028 0.28 | 0.041
Helicobacter 0 023 021 070 1.64|0.18 0.12 0 0 0.02|0.094
Lactobacillus 041 0.07 0 0 0 1.58 0 0 0.05 0.20|0.389
Parabacteroides 13.2 357 459 352 7.69| 0 288 0.01 024 0 |00916
Prevotella 12.0 039 196 1.05 0 183 6.79 0.16 0.23 1.36|0.754
Propionibacterium 132 357 459 352 7.69| 0 288 0.01 024 0 |0.009
Pseudomonas 224 150 021 035 3.29(2.00 0.12 0.05 0.08 0.38 |0.117
Roseburia 290 007 144 140 247 |3.64 222 1.25 530 7.90|0.602
Ruminococcus 290 1.03 11.1 0.52 6.31|11.9 3.18 5.73 1.85 5.77 | 0.465
Staphylococcus  2.07 055 043 1.58 1.09 | 1.49 0.24 0 0.04 0.37]|0.047
Streptococcus 1.65 0.79 153 0.70 0.82|2.61 048 0.17 091 0.10]| 0.347
Veillonella 041 0.07 10.7 0.17 192| 0 1.02 021 0.69 1.58|0.754

Aunque sin un cambio estadisticamente significativo, el género Bacteroides se con mayor frecuencia en
los sujetos sanos. En cuento al género Clostridium, éste presentd un aumento en el metagenoma de un
paciente con SII con predominio de estrefiimiento (SII-4D) y en el metagenoma del paciente con SII
mixto (SII-5M), comparados con los sujetos sanos. Enterococcus es otro género encontrado con mayor
frecuencia en los metagenomas de los pacientes con SII, en los tres pacientes con predominio de
estrefiimiento (SII-2D, SII-3D y SII-4D) y en el paciente con SII mixto (SII-SM). El género Pseudomonas
presentd un incremento en los metagenomas de los sujetos SII-1E y SII-5M. Mientras que el género
Staphylococcus se presentd con mayor frecuencia en los metagenomas SII-1E, SII-4D y SII-5M,
comparados con ele grupo de los sujetos sanos. En contraste el género Ruminococcus se encuentra con
mayor frecuencia en el grupo de los sujetos sanos.

A nivel de especie, tanto en la tabla 18 como en la figura 13 se aprecia que los taxones
que incrementaron su frecuencia relativa en el grupo de los pacientes con SII

comparados con los sujetos sanos.
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El grupo de los sujetos sanos presentd una mayor frecuencia de Bacteroides vulgatus en
al menos dos muestras, CTRL-1 y CTRL-3; ademas, Butyrate-producing bacterium
SS§3/4, esta presente en tres metagenomas (CTRL-2, CTRL-4 y CTRL-5) en mayor
frecuencia que los pacientes con SII. Por otra parte Dorea longicatena, Ruminococcus
torques, se encuentran en mayor frecuencia en los metagenomas del grupo de los
sujetos sanos. Y aunque Faecalibacterium prausnitzii se encuentra en una alta
frecuencia para ambos grupos, hay una mayor proporcion de esta especie en los sujetos
sanos.

Las especies que tuvieron un valor de p estadisticamente significativo en el grupo de los
pacientes con SII fueron Propionibacterium acnés y Enterococcus faecium, mientras
que para el grupo de los sujetos sanos lo tuvieron las especies: Clostridiales bacterium
1 7 47FAA, Dorea formicigenerans, Dorea longicatena, Eggerthella lenta 'y
Faecalibacterium prausnitzii.

Cabe mencionar que Clostridiales bacterium 1 7 47FAA,  Dorea longicatena y
Eggerthella lenta, con una tendencia en Bacteroides thetaiotaomicron, no se encuentran
presentes en los metagenomas del grupo de los pacientes con SII.

Tabla 18. Frecuencia relativa a nivel de especie en los metagenomas de los pacientes con SII y los sujetos
sanos. Especies con mayor frecuencia relativa (expresado en porcentaje) y valor de p estadistico.

Frecuencia relativa %
Especie Sujetos con SII Sujetos sanos
IE| 2D [3D|D4[5M| 1 | 2| 3 | 4 |5
Bacteroides caccae 307 0 060 3.17 2.73 0 052 2380 0 2.21 1 0.245
Bacteroides 0 0 0 052 0 0 026 0.11 0.06 0.13]0.220
thetaiotaomicron
Bacteroides vulgatus 0 054 361 846 136 7.2 0.65 850 0.73 0.320.754
Bacteroides stercoris 0 1.90 1.20 476 O 1.73 0.13 3.11 236 0.06 | 0.600
Bilophila 0 08 0 105 0 |[1.15 052 236 586 0 |0.131
wadsworthia
Burkholderiales 153 0 180 0 136|261 O 0.58 2.02 0.26 | 0.597
bacterium 1 1 47
Butyrate-producing 0 0 060 105 137 0 143 0 5.07 2.66 | 0.332
bacterium SS3/4
Clostridiales
bacterium 0 0 0 0 0 1057 O 023 079 1.17 | 0.019
1 7 47FAA
Clostridium bolteae 0 081 0 052 0 0 026 1.01 085 0.13]0.281
Clostridium nexile 0 0 240 052 5471086 O 0.59 048 0 ]0.590
Coprococcus comes | 6.15 0 0 052 0 |028 039 563 0.12 5.07]0.341
Dorea 154 0 060 211 0 |579 1.69 295 647 7.08] 0.016
formicigenerans
Dorea longicatena 0 0 0 0 0 (231 0.13 1.40 2.44 10.8 | 0.005
Eggerthella lenta 0 0 0 0 0 0 0.13 0.22 0.23 0.06 | 0.019
Enterococcus 0 471 174 275 4.11|10.7 8.06 0.001 3.80 4.48]0.251
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faecalis
Enterococcus
faecium
Escherichia coli
Eubacterium biforme
Eubacterium rectale
Faecalibacterium
prausnitzii
Haemophilus
parainfluenza
Lachnospiraceae
bacterium

8 1 57FAA
Parvimonas micra
Prevotella copri
Propionibacterium
acnés

Roseburia
inulinivorans
Ruminococcus
gnavus
Ruminococcus
torques

Suttrella
wadsworthensis

1.53

1.53
1.23
49.2

7.69

9.53

23.1

0.54

0.81
12.2

0.11

11.4

0.60
0.60

1.81

542
12.6

1.05

10.0

2.64

1.04

5.47
4.11
36.9
2.73

1.36

S O

0

3.47
3.18

33.0

9.56
4.92

0.28

0

10.7

20.6

1.17
42.9

1.69

0.65

1.69

0.39

6.11

3.90

0

2.34

0 0
1.70  1.14
0 0.23
3.83 135
30.55 45.69
033 0.27
033 0.18
0.07 0.08
0.23  0.08
0.11 0.87
6.66 16.72
048 0.75
24.62 0.002

1.44 429 0.75 0.02

2.92
1.50
2.92
12.2
1.49
0.45
0.45
1.56
4.81
5.72
0
4.74

4.74

0.054
0.341
0.590
1.000
0.047
0.209
0.751
0.518
0.917
0.009
0.600
0.316
0.047

0.072

Bacteroides thetaiotaomicron no se encontrd presente en cuatro de los cinco metagenomas con SII (SII-
1E, SII-2D, SII-3D y SII-5M); Butyrate-producing bacterium SS3/4 presentd menor frecuencia en los
pacientes con SII, comparado con los sujetos sanos (CTRL-2, CTRL-4 y CTRL-5). De manera interesante
Enterococcus faecalis presentd una mayor frecuencia en los pacientes con predominio de diarrea
comparados con los sujetos sanos. Eubacterium biforme mostré un aumento en los metagenomas de los
pacientes con predominio de estrefiimiento (SII-1E) y mixto (SII-SM). Por otra parte, las especies
Roseburia inulinivorans y Suttrella wadsworthensis presentaron una mayor frecuencia en el grupo de los

sujetos sanos.

SII-5M -
Sli-4D-
SI-3D-
Sli-2D-
SII-1E-

CTRL-5-

Metagenoma

CTRL-4-

CTRL-3~

CTRL-2-

CTRL-1-

Frecuencia
Figura 13. Grafica de frecuencia relativa de las especies presentes en los metagenomas analizados. Las
especies que tuvieron un aumento de su frecuencia en los pacientes con SII fueron: Propionibacterium
acnés, Enterococcus faecalis y Eubacterium biforme.
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DISCUSION

El principal enfoque para estudiar los cambios en la composicion de la microbiota
intestinal en relacion con las enfermdades, se ha basado principalmente en la
caracterizacion filogenética de la microbiota de individuos enfermos en comparacion
con individuos aparentemente sanos. Alteraciones de la microbiota intestinal estan
relacionadas como una etiologia patologica para el desarrollo del SII, dichos cambios se
han estudiado principalmente en muestras de materia fecal por secuenciacion del gen
16S RNAr. Estos cambios en la microbiota intestinal pueden contribuir al desarrollo de
un estado patolégico donde se presente la respuesta inflamatoria de bajo grado
(Pimentel M., et al., 2011), un proceso de fermentacion alterado, la modificacion en la
funciéon de la barrera intestinal, alteraciones en la funcion immune de la mucosa, un
incremento en la permeabilidad y una inadecuada modulacién en la funcién del eje
intestino-cerebro en pacientes con SII (Jeroen Aerssens, et al., 2008).

El presente estudio es uno de los primeros en América Latina que describe y analiza la
composicion bacteriana en las diferentes categorias taxondmicas desde el nivel de filo
hasta especie, a partir de biopsias de colon descendente, utilizando secuenciacion
masiva tipo shotgun en cinco sujetos sanos y cinco pacientes con SII, quienes fueron
diagnosticados con un subtipo diferente y un grado de severidad distinto: Uno con
predominio de estrefiimiento (SII-C1), tres con predominio de diarrea (IBS-D2, SII-D3,
SII-D4) y uno mixto (SII-M5); mientras que el grado de severidad fue de leve a
moderado en estos pacientes.

El conocimiento actual de la diversidad bacteriana asociada con el tracto gastrointestinal
humano se basa principalmente en los analisis de las bacterias presentes en las heces, y
en pocos casos se han caracterizado muetras de diferentes regiones del intestino,
teniendo un conocimiento limitado sobre estas comunidades (Erwin G. Zoetendal, et al.,
2002). Por lo que, una contribucién importante de este trabajo es que la determinacion
de la microbiota se llevd a cabo a nivel de tejido (biopsias de colon descendente) y no a
partir de material fecal. Debido a que se ha reconocido cada vez mas que la
composicion de la microbiota difiere significativamente en los distintos nichos, se debe
determinar la dindmica espacio-temporal de la diversidad microbiana a lo largo de todo
el tracto gastrointestinal (Zoetendal et al., 2002), sin olvidar que la microbiota nativa
establece interacciones con el microambiente del hospedero, influyendo directamente

con la biologia del mismo.
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Nuestra poblaciéon de estudio fue pequefia, sin embargo, el rendimeinto del DNA
obtenido a partir de cada muestra para el proceso de secuenciacion fue superior al
reportado previamente. La informacion analizada, obtenida posterior a la secuenciacion,
permitid determinar las diferencias entre la composicion de la microbiota de pacientes
con SII y sujetos clinicamente sanos; estas diferencias se presentaron a todos los niveles
de la clasificacion taxondmica, con resultados muy interesantes a nivel de especie.
Investigaciones previas basadas en la secuenciacion del gen 16S RNAr a partir de
materia fecal, han reportado de manera general que el instestino de un adulto sano esta
dominado por dos filos bacterianos, Firmicutes y Bacteroidetes (Tremaroli y Backhed,
2012), en proporciones mas elevadas, comparados con otros filos de menor abundancia
que incluyen Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia y Fusobacteria. En
relacién con nuestro estudio, los resultados obtenidos para los metagenomas del grupo
de los sujetos sanos, confirmé que los filos Bacteroidetes y Firmicutes fueron los mas
abundantes en comparacion con los pacientes con SII. Sin embargo, existen variaciones
mayores por debajo de éste nivel taxondmico.

Las diferencias significativas en los pacientes con SII en este estudio se encontraron, a
nivel de filo, con un aumento de Actinobacteria. Curiosamente, en estudios previos se
ha observado una disminucion de este filo en el intestino de los pacientes con SII
(Rajili¢-Stojanovi¢c M, et al., 2011) con un estudio que presenta una disminucion
especifica en el subtipo con predominio de diarrea (Krogius-Kurikka L, ef al., 2009). En
contraste, Proteobacteria, que también presentd un incremento en los pacientes con SII,
especificamente en el metagenoma del paciente con predominio de estrefiimiento, se ha
reportado como un filo aumentado (Saulnier DM, et al., 2011) en el SII, en particular el
SII con predominio de diarrea (Krogius-Kurikka L, et al., 2009), especificamente de la
familia Enterobacteriaceae (Carroll IM, et al., 2012), que abarca muchas especies
patdgenas gram negativas, incluyendo otras bacterias coliformes (Mitto J, et al., 2005),
con posibles mecanismos causantes de inflamacion asociado al SII.

A nivel de clase se observo que Epsilonproteobacteria tuvo una tendencia a incrementar
en el paciente con predominio mixto y Erysipelotrichia presentd un aumento
significativo en los pacientes con predominio de diarrea y de estrefiimiento,
probablemente jugando un papel en la sintomatologia. Con respecto a estos hallazgos,
se sabe que Epsilonproteobacteria, disminuye significativamente en pacientes con SII
(Siew Chien Ng, et al., 2013), en tanto que Erysipelotrichia es més abundante en

sujetos sanos (Yu Xu, ef al., 2017). Estos taxones abundantemente diferenciales para un
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subtipo de SII, podrian considerarse como biomarcadores potenciales a nivel de clase,
aunque aun se deben conocer sus funciones y cual es el papel que juegan en el
desarrollo o generacion de los sintomas.

Las familias mas abundantes fueron Enterococcaceae y Erysipelotrichaceae, en los
metagenomas de pacientes con predominio mixto y de diarrea, respectivamente. En
contraste con nuestro estudio, la familia Erysipelotrichaceae, se ha reportado
disminuida en SII con predominio de diarrea, sugiriendo que las especies microbianas
que contribuyen a mantener la homeostasis, pueden faltar en pacientes con un sintoma
diarreico (Marta Pozuelo, et al., 2015), o en el caso contrario, aumentado su frecuencia
como sucede en nuestro estudio.

Otro hallazgo que llamé la atencion de nuestros pacientes fue que el género
Bifidobacterium no tuvo diferencia significativa en cuanto a su frecuencia en SII y
sujetos sanos, como ha sido reportado en muchos estudios (Brigidi P, et al., 2001), lo
cual sugiere que su papel como estabilizador de la salud intestinal, en nuestro grupo de
estudio no tuvo relevancia.

De manera interesante, a nivel de género Pseudomonas presentd una tendencia en el
incremento en los pacientes con predominio de estrefiimiento y mixto. Este género se
encuentra conformado por varios miembros de bacterias patdégenas; y aunque no se ha
llegado a un consenso, en los pacientes se observa una débil tendencia a la reduccion de
las bacterias beneficiosas del intestino, contrarrestada por un aumento de las especies
patdgenas y, ademds por primera vez es observada una tendencia elevada en esta
patologia. Por otra parte, no se encontré un aumento significativo de Clostridium, como
se esperaba, mientras que Roseburia se mantuvo sin cambios, Ruminococcus disminuy6
y Propionibacterium fue el Ginico género que tuvo un aumento en los pacientes con SII.
A nivel de especie se observa un aumento significativo de Propionibacterium acnés. Al
respecto se sabe que algunos miembros como Propionibacterium spp son productores
de acidos grasos de cadena corta (AGCC), uno de los principales metabolitos de los
carbohidratos no digeribles de la dieta, y que en los tltimos afios se han relacionado con
los sintomas provocados por el SII. En estudios experimentales los AGCC
desencadenan contracciones motoras inadecuadas y colénicas de gran amplitud,
promoviendo la hipersensibilidad visceral (Tana C, umesaki Y, et al., 2010).

En comparaciéon con otros estudios (Saulnier DM, et al., 2011), en nuestro estudio, la
especie Ruminococcus torques disminuyd su frecuencia significativamente en los

pacientes con SII, mientras que R. gnavus mantuvo una frecuencia parecida a la de los

61



sujetos sanos. Se sabe que a diferencia de R. gnavus y R. torques, otros miembros del
Grupo XIVa, del género Clostridium, por ejemplo, Roseburia spp. (Duncan SH, et al.,
2002) producen acidos grasos de cadena corta beneficiosos, tales como butirato. El
butirato es la fuente de energia preferida para las células epiteliales del colon y se
sugiere como supresor de la inflamacién (Barcenilla A, et al., 2000). Ademas, el
butirato ayuda a mantener la funcion normal de la barrera intestinal, mediante la
regulacion del gen de la mucina epitelial del colon MUC2170 y las proteinas de unién
estrecha (Hatayama H, et al., 2007). Aunque los pacientes con SII presentan niveles
reducidos (Lopez-Siles M, et al., 2014) de los microorganismos productores de butirato
Eubacterium, Faecalibacterium y Roseburia spp., se sabe que inhiben el crecimiento de
especies potencialmente patogenas incluyendo Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., y E. coli (Chen, C.C. y Walker, W.A., 2005), los cuales podrian ser
potencialmente una causa para la generacion de sintomas de SII en algunos pacientes.
Ademas, Faecalibacterium prausnitzii, el comensal mas abundante de la microbiota
intestinal humana en individuos sanos (Miquel S., et al., 2013), se encuentra asociado a
la produccion de butirato, lo que le proporciona propiedades antiinflamatorios,
antitumorales y antibacterianas, alterando la integridad intestinal (Loris R. L, ef al.,
2013). Cabe mencionar que en nuestro estudio esta especie, se encontrd disminuida
significativamente en pacientes con SII, excepto en el paciente con SII mixto. Esto
podria explicar los sintomas generales causados por la ausencia de bacterias productoras
de butirato en nuestra poblacion de estudio.

No obstante, se sabe que por otra parte, el butirato influye en la expresion génica a
través de la hiperacetilacion de la cromatina por medio de su acciéon como un inhibidor
no competitivo de las histonas deacetilasas en varios tipos de células. Cuyo impacto es
suprimir a las citocinas proinflamatorias de células dendriticas responsables del
estimulo de los linfocitos T reguladores periféricos, induciendo dafio epitelial e
inflamacion; dependiendo de su concentracion, el butirato puede inhibir el crecimiento,
pero también puede funcionar como un factor trofico, induciendo la diferenciacion de
las células humanas en el cultivo de tejidos y previniendo o mejorando las condiciones,
como la colitis ulcerosa (Topping DL, et al., 2001). Es por esto, que mantener estables
las poblaciones bacterianas productoras de butirato es sumamente importante para la
homeostasis intestinal y el desarrollo de enfermedades inflamatorias.

Es importante resaltar que las diferencias encontradas en los resultados de este estudio

comparado con estudios previos pueden ser atribuidas principalmente, a la dieta y a los
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factores genéticos de cada sujeto, ya que la microbiota intestinal tiene una variabilidad
inherente en cada individuo, cambiando ampliamente incluso entre individuos sanos, los
criterios de diagnostico utilizados para incluir a la poblacion de estudio, el tipo de
muestra, el tipo de método por los cual se obtuvieron los perfiles microbianos (PCR,
ARNr 16S, FISH, secuenciacion masiva tipo shotgun, etc.) y la heterogeneidad de las
herramientas bioinformaticas utilizadas para su andlisis (MetaPhlAn, MG-RAST, etc.).
La perspectiva del presente estudio genera el interés de conocer las funciones en ambas
poblaciones de estudio, ya que como se ha investigado la microbiota se encuentra
relacionada de alguna manera con el desarrollo y progresion del SII, por lo que se debe
considerar que no solo la composicion de la microbiota nos dara el panorama del papel
que tiene ésta en la fisiopatologia del SII, sino ademas se deben conocer sus funciones.
Por lo tanto, la microbiota puede estar implicada en la fisiopatologia del SII a través de
mecanismos metabdlicos a nivel local o de las interacciones inmunoldgicas con el
huésped, basada en la presencia de cambios en la composicion taxondmica y funcional
de la microbiota y la descripcion de las alteraciones en las interacciones microbiota-
huésped (Distritti E., et al., 2016).

El presente estudio tiene algunas limitantes que hay que reconocer. En primer lugar, el
tamano de los grupos es muy pequeilo, sin embargo el rendimiento del DNA y la
cantidad de lecturas obtenidas a partir de la secuenciacion son una fortaleza de nuestro
estudio para el andlisis del perfil microbiano. Cabe mencionar que aunque dos sujetos
de cada grupo (SII y sujetos sanos) presentaron sobrepeso, el cual se encuentra asociado
al desarrollo de obesidad, y en estudios recientes se sugiere que la microbiota intestinal
estd implicada en la etiologia de estas alteraciones, no hizo un analisis con base en el
peso. Asi mismo, aunque se sabe que la dieta es un factor importante en la composicion

de la microbiota, no se estudi6 la relacién que guarda con la misma.
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CONCLUSIONES

1. Se observo una tendencia en el aumento de Pseudomonadales en pacientes con SII,
género que se encuentra conformado por varios miembros de bacterias patogenas.

2. Incremento significativo en la frecuencia relativa de géneros Propionibacterium
(p=0.009) y Staphylococcus (p=0.047) y una tendencia Enterococcus y la ausencia de
diferencias en Bifidobacterium, como se ha descrito en otras poblaciones.

3. Hubo una disminucion de productoras de butirato como el F. prausnitzii, pero otro
lado un aumento significativo en Propionibacterium acnés en el metagenoma del
pacientes con predominio de estrefiimiento, y una ausencia de Enterococcus faecium,

Dorea longicatena y Eggerthella lenta, en los metagenomas de los pacientes con SII.
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ANEXO I
EXTRACCION DE DNA GENOMICO TOTAL (QIAamp DNA mini kit)

SOLUCIONES UTILIZADAS
Reactivos y soluciones para electroforesis
* Agarosa (Invitrogen)
* TBE 10X, 1X,0.5X
* Gel de agarosa al 1%
* Marcador de peso molecular (Fago Lambda)
* Buffer de carga 50x

e  Bromuro de etidio

PREPARACION DE SOLUCIONES
e TAE 10x

- Tris base 108g
- Acido acético glacial 55g
- EDTA 0.5 M 40 mL.

Se lleva a 1000 mL con agua destilada, si hay precipitaciones debe descartarlas. Se
almacena a temperatura Ambiente hasta su uso.

e TAE Ix
Tomar 50 mililitros de TBE 10X y diluirlo en 450mililitros de agua destilada.

* TAE0.5x
Tomar 250 mililitros de TAE 1X y diluirlo en 250mililitros de agua destilada
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ANEXO IT
COMANDOS USADOS PARA EL ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

e CALIDAD DE LAS SECUENCIAS
El programa FastQC v0.11.5 (Mac DMG image) se descargd desde la siguiente pagina:

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/download.html

en el apartado de: FastQC A quality control application for high throughput sequence
data, version FastQC v0.11.5 (Mac DMG image).

* FUSION DE LAS LECTURAS
El programa de PEAR (version 0.9.6, Jiajie Zhang, et al., 2014) se descargd del
siguiente link:

http://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/files/pear-0.9.10-bin-64.tar.gz

Con las siguientes lineas de comando instalar el programa:
- Descomprimir el archivo:

$ tar -xzvf pear-0.9.10-bin-64.tar.gz

- Ubicarnos en el directorio que contiene al programa:

$ cd pear-0.9.10-bin-64

- Configuracion e instalacion del programa:

$ ./autogen.sh
$ ./configure
$ make

- Ejecutar el siguiente comando para cerciorarse de que esté instalado

$ pear -h

Este es el comando usado para la fusion de las lecturas forward y reverse

$ pear -f ../data/SII1CD1.fastq -r ../data/SI11CD2.fastq p-value de 0.0001 —min-overlap
10 —min-assembly-length 50 -0 mergeReads SII-1CD_PEAR.fastq

Esta linea crea un solo archivo (SII 1CD concatenated.fq) que contiene todas las
lecturas crudas y fusionadas por condicion:

$ cat mergeReads SII 1-2 PEAR.fastq.assembled.fastq mergeReads SII-
CD_PEAR .fastq.unassembled.forward.fastq
mergeReads SII 12 PEAR.fastq.unassembled.reverse.fastq >
SII_1CD_concatenated.fq

e RECORTE DE LECTURAS DE BAJA CALIDAD

El programa de SolexaQA se descargd a partir del archivo fuente, desde la siguiente

direccion:
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https://sourceforge.net/projects/solexaqa/files/latest/download?source=files

- Se ejecutaron el siguiente comando para descomprimir el archivo:

$ gzip -d SolexaQA++ v3.1.5.gz

- El siguiente comando se ejecutd para hacer el trimming de las lecturas (para cada
archivo) con un punto de corte de 15

$ ./SolexaQA++ dynamictrim SII 1CD_concatenated.fq --phredcutoft 15

* ALINEACION DE LAS SECUENCIAS
El programa Bowtie se descargd del siguiente link, version 1.2.10:
https://sourceforge.net/projects/bowtie-bio/files/bowtie/1.0.0/bowtie-1.0.0-macos-
1386.zip/download

Con las siguientes lineas de comando instalar el programa:
- Descomprimir el archivo:

$ gzip -d bowtie-1.0.0-macos-i386.zip

- Configuracion e instalacion del programa:

$ ./configure
$ make

$ make install

Esta es linea de comando con la que se corri6 el programa

$ bowtiel —local —x Chr22 cat —U SII-1CD_unmapped.fq —S SII-1CD_unmapped.sam
Alternativamente

$ ./bowtie -a -—v2 —p4 —chunkmbs 300 -un seq no-alignSII 1 f.fastq
indexes/GCA_000001405.15_GRCh _no_alt analisys_set —q SII 2 1.fastq
humanos_SII 2 f.sam > bowtie SII flog

_binary —fastq seq_noalignSII-1_fr.fastq

velvetg k-meros_35 —cov_cutoff auto —min_conting_lgth 200

75



ANEXO III
CUESTIONARIOS APLICADOS A LOS SUJETOS

Proyecto: Microbiota y Microbioma nuevas aproximaciones en Medicina: de la teoria
microbiana de la enfermedad a la relacion macrobioma y salud.
Hoja de Identificacion

Datos Generales

Codigo de Identificacion: Fecha:

Direccion:

Teléfono Casa:

Tel. Trabajo:

Edad: Fecha de Nacimiento: Sexo:

Estado Civil: Ocupacion:

Afos de Educacion (Nivel de Educacion):

() Primaria, ( ) Secundaria, () Preparatoria / Bachillerato, () Normal
Basica,
() Carrera Técnica o Comercial () Profesional () Maestria o Doctorado

() Paciente () Voluntario
Enfermedad que padece-

Diagnostico?

Medicamentos

Actuales?:

En los ultimos 3 meses ha tomado antibidticos? Si( ) No (),

Cuales?
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En los tltimos 3 meses ha recibido antibioticos para los ojos? Si () No ( ),

Cuales?

En los tltimos 3 meses se ha aplicado gotas para los ojos? Si () No ( ),

Cuales?

Anticoagulantes Si( ) No( ),

Cuales?

Antiagregantes plaquetarios Si( ) No ( ),

Cuales?

Indicacion de la Colonoscopia actual (Para

pacientes):

Tiempo con sintomas gastrointestinales:

Diarrea Estrefiimiento

Ambos

Diagnostico
colonoscopico:

Se tomaron todas las biopsias del protocolo? Si ( ) No( )
Razones?

Alguna eventualidad durante la colonoscopia? Si ( ) No( )
Cuales?

Reporte de las biopsias llevadas a
Patologia:
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CUESTIONARIO ROMA IIT (ADULTOS)

Sintomas del es6fago

PREGUNTA

RESPUESTA

1. En los ultimos 3 meses jcon qué
frecuencia sinti6 un nudo en la garganta,
o como que la tenia llena o habia algo
atorado [atascado] en ella?

(1 0.Nunca =» Saltar a la pregunta 4
[0 1.Menos de un dia al mes

O 2.Un dia al mes

O 3.Dos o tres dias al mes

O 4.Un dia a la semana

O 5.Mas de un dia a la semana

[J 6.Todos los dias

2. (Ha tenido esta sensacion durante 6 00 0.No
meses 0 mas? 1 1.Si

3. (Esta sensacion ocurre entre las 1 0.No
comidas (cuando no esta comiendo)? 1 1.Si

4. ;Le duele al tragar cuando come o 1 0.Nunca

bebe?

0 1.Algunas veces

0 2.A menudo

0] 3.La mayoria de las veces
(] 4.Siempre

5. En los ultimos 3 meses, ;con qué
frecuencia sinti6 dolor o molestias en el
medio del pecho (no relacionados con
problemas del corazon)?

(1 0.Nunca =» Saltar a la pregunta 8
[0 1.Menos de un dia al mes

O 2.Un dia al mes

[J 3.Dos o tres dias al mes

O 4.Un dia a la semana

O 5.Mas de un dia a la semana

[J 6.Todos los dias

6. (Ha tenido este dolor en el pecho 1 0.No
durante 6 meses 0 mas? O] 1.Si
7. Cuando tuvo el dolor en el pecho, jcon | [0 0.Nunca

qué frecuencia lo sintié como ardor o
quemazon?

0 1.Algunas veces

0 2.A menudo

0] 3.La mayoria de las veces
(] 4.Siempre

8. En los ultimos 3 meses, /con qué
frecuencia tuvo acidez o agruras (una
sensacion molesta de ardor o quemazon
en el pecho)?

(1 0.Nunca =» Saltar a la pregunta 10
[0 1.Menos de un dia al mes

O 2.Un dia al mes

[J 3.Dos o tres dias al mes

O 4.Un dia a la semana

O 5.Mas de un dia a la semana

[J 6.Todos los dias
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CUESTIONARIO DE SII-PI DE SPILLER

Codigo de Identificacion:

I. En qué afo le apareci6 su Sindrome de Intestino Irritable?

2. Le apareci6 subitamente un dia en particular o aparecio gradualmente?
Apareci6 subitamente

Fue apareciendo gradualmente

No me puedo recordar

3. Usted cree que le aparecid con o inmediatmente luego de una enfermedad infecciosa?
Si

No

Nose

3a. Si su respuesta fue SI, en ese momento su doctor le solicit6é un estudio de material
fecal/heces (coprologico, coproparasitoscOpico) para ser analizada, y en ese caso, se
encontrd alguna infeccion?

Si

No

3b. En caso de que Si le encontraron una infeccion, diga el nombre la infeccion o el
agente, si la recuerda:
Lista Abajo

a. Salmonela

b. Shigella L

c. Campylobacter

d. Virus L

e. Otra (Por favor especifique)

f. No lo se

3c. Esta enfermedad ocurrié durante o inmediatamente luego de un viaje? Si No

3d. A donde viaj6? (Pais o Ciudad dentro de México)

4. En el momento en el que empez6 la enfermedad, present6 usted?

a. Fiebre Si ~~ No_
b. Diarrea Si ~~ No_
c. Vomito Si ~~ No_
d. Diarrea con Sangre Si ~ No
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CUESTIONARIO DE SEVERIDAD DE SII (IBS-SSS)

CODIGO: FECHA:

INSTRUCCIONES PARA LA ESCALA DE GRAVEDAD DE SINTOMAS DEL
SIT (IBS SYMPTOM SEVERITY SCALE)

Este cuestionario esta disefiado para permitirnos registrar y monitorizar la severidad de
sus sintomas del Sindrome de Intestino Irritable (SII). Es de esperar que sus sintomas
varien en el tiempo, por lo cual trate de contestar las preguntas basado en cémo se siente
en la actualidad (Durante los 10 ultimos dias). Toda la informacion sera totalmente
confidencial.

1. En las preguntas donde existan varias respuestas posibles, por favor encierre en
un circulo la respuesta mas apropiada para usted.

2. Algunas preguntas requieren que usted marque la respuesta mas apropiada para
usted.

3. Algunas preguntas requieren que usted marque con una cruz en una linea que
nos permita valorar la gravedad de un problema en particular.
Por ejemplo:
Que tan severo fue su dolor?

Por favor marque una cruz ( + ) en cualquier lugar dentro de la linea entre 0-100% para
indicar de la manera mas precisa posible, la severidad de sus sintomas.

Este ejemplo muestra una severidad de aproximadamente 90%.

0% . 100%
Sin dolor No muy Un poco Fuerte Extremadamente
fuerte fuerte fuerte
CODIGO: FECHA:
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ESCALA DE SINTOMAS DEL SII

a) Actualmente sufie usted sufre usted de dolor SI NO Para uso oficial
abdominal? solamente
CALIFICACIO.
b) Si su respuesta es SI, qué tan severo es su dolor abdominal?
0% 100% o
Sin dolor No muy Un poco Fuerte Extremadamente
fuerte fuerte fuerte
d) Por favor escriba el numero de dias en que usted ha tenido este dolor por cada 10
dias.
Por ejemplo, si escribe 4, significa que usted tiene dolor durante 4 de los 10 dias. Si tiene
Dolor durante los 10 dias, escriba 10.
Numero de dias con dolor.
b)Actualmente sufre de distension* abdominal? SI NO
*(inflamacion, hinchazon, sensacion de abdomen tenso)
*(Si es mujer, por favor ignore la distension
relacionada con los periodos menstruales) ~
b) Si su respuesta es Si, que tan severo es su distension/tension abdominal?
0% 100% o
Sin No muy Un poco Fuerte Extremadamente
distension fuerte fuerte fuerte
0% Que tan satisfecho estd usted con sus evacuaciones? 100% a
Muy Algo Insatisfecho Muy
satisfecho satisfecho insatisfecho

Por favor indique con una cruz en la linea de abajo, que tanto el Sindrome de
Intestino Irritable le estda afectando o interfiriendo con su vida en general.

0% 100% o

Nada No mucho Mucho Completamente
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