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PALABRAS CLAVE Resumen

Microbioma Introduccion y objetivo: La colitis ulcerosa cronica idiopatica (CUCI) se caracteriza por una
intestinal; inflamacion crénica e incontrolada de la mucosa intestinal. Se ha informado que la disbiosis del
Colitis ulcerosa microbioma intestinal es un factor de inflamacion intestinal. El objetivo del presente trabajo
activa; fue estudiar los cambios en el microbioma intestinal en pacientes egipcios con CUCI activa.
Disbiosis; Materiales y métodos: En este estudio transversal, se analizé el microbioma intestinal de 21
PCR de SYBR Green pacientes con CUCI y de 20 sujetos como grupo de control mediante la técnica de PCR cuanti-

tativa SYBR Green en tiempo real dirigida al ARNr 16S de filos/géneros o especies bacterianas
seleccionadas.

Resultados: Los pacientes con CUCI mostraron una marcada disbiosis, evidenciada por una dis-
minucion significativa de las bacterias antiinflamatorias Firmicutes y F. prausnitzii. La relacion
Firmicutes/Bacteroidetes también fue menor en los casos de CUCI (1,65) en comparacion con los
controles sanos (2,93). Ademas, los casos de CUCI mostraron una disminucion estadisticamente
significativa en Ruminococcus en comparacion con el grupo de control. Sin embargo, no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre los pacientes con CUCI y los casos de control en
lo que respecta a A. muciniphila, Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides y Prevotella. Un
caso de CUCI fue positivo a Clostridioides difficile, de baja abundancia relativa.
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Conclusion: El presente estudio mostro diferencias en el microbioma intestinal de los pacientes
con CUCI en comparacion con los controles sanos. Esto puede ayudar a identificar el microbioma
intestinal y los cambios bacterianos especificos que pueden ser objeto de tratamiento de la
CUCI.

© 2022 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Publicado por Masson Doyma México S.A.
Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

Study of the gut microbiome in Egyptian patients with active ulcerative colitis

Abstract

Introduction and aim: Ulcerative colitis (UC) is characterized by chronic, uncontrolled inflam-
mation of the intestinal mucosa. Gut microbiota dysbiosis was reported to be a factor in
intestinal inflammation. The aim of the present study was to study changes in the gut micro-
biome in Egyptian patients with active UC.

Materials and methods: In this cross-sectional study, the gut bacterial microbiome of 21 UC
patients and 20 control subjects was analyzed using the quantitative SYBR Green real-time PCR
technique, targeting the 16S rRNA gene of selected bacterial phyla/genera and/or species.
Results: UC patients showed marked dysbiosis evidenced by a significant decrease in the Fir-
micutes and F. prausnitzii anti-inflammatory bacteria. The Firmicutes/Bacteroidetes ratio was
also lower in the UC cases (1.65), compared with the healthy controls (2.93). In addition, the
UC cases showed a statistically significant decrease in Ruminococcus, compared with the con-
trol group. However, there were no statistically significant differences between UC patients
and the controls, regarding A. muciniphila, Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, and
Prevotella. One UC case was positive for the pathogenic bacterium, Clostridioides difficile,
with low relative abundance.

Conclusion: The current study showed differences in the gut microbiome of UC patients, compa-
red with healthy controls. This may help in identifying the gut microbiome and specific bacterial
changes that can be targeted for treatment of UC.

© 2022 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

etiopatogénica de la CUCI. Este hallazgo sefnala los
beneficios terapéuticos potenciales de manipular la

Lo que ya se conoce

El microbioma intestinal ha sido recientemente reco-
nocido como un importante factor detonador para
enfermedades autoinmunes. La disbiosis intestinal
desempena un papel critico en la desregulacion de la
respuesta inmune y ha sido ligada a inflamacion, dano
tisular y pérdida de tolerancia inmune.

Nuevos hallazgos

Los pacientes egipcios con colitis ulcerosa crénica
idiopatica (CUCI) activa presentaron disbiosis del
microbioma intestinal. Esto destaca la importante
relacion entre el microbioma intestinal y la cadena

composicion del microbioma intestinal en el manejo de
la CUCI, o incluso en la proteccion contra la enferme-
dad.

Introduccion y objetivos

La enfermedad inflamatoria intestinal consiste de
2 trastornos principales: colitis ulcerosa cronica idio-
patica (CUCI) y enfermedad de Crohn. El signo distintivo
de la CUCI es la inflamacion descontrolada y crénica de la
mucosa intestinal'. La etiologia y patogénesis de la CUCI es
aun confusa, pero involucra una influencia multifactorial
genética, ambiental, microbiana e inflamatoria’.

El microbioma intestinal humano es uno de los ecosiste-
mas mas densamente poblados que se conocen. Con base en
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analisis moleculares, la mayoria de las bacterias pertene-
cen a 2filos, Bacteroidetes y Firmicutes. Faecalibacterium
prausnitzii es un miembro muy importante del filo Firmi-
cutes y una de las principales bacterias productoras de
butirato en la microbiota humana saludable®“. La produc-
cion de butirato ha sido correlacionada con la capacidad de
inducir IL-10, una citocina antiinflamatoria®. También se ha
encontrado que la F. prausnitzii es un inductor importante
de células T, las cuales secretan IL-10°. El acido butirico
refuerza las uniones entre las células epiteliales e induce
sintesis de mucina, lo que evita la inflamacion y el sindrome
de intestino permeable’.

Lactobacilli y Bifidobacteria producen sustancias acidas
bactericidas, como el acido lactico, bacteriocinas y acidos
grasos de cadena corta. Estos acidos de cadena corta estan
involucrados en la estimulacion de produccion de mucosi-
dad, prevencion de inflamacién y aumento total y especifico
para patdgenos de la IgA de la mucosa®.

A. muciniphila reside en la capa de mucosa del intes-
tino grueso, en donde se involucra en la manutencién de la
integridad intestinal al incrementar el grosor mucoso y la
funcion de la barrera intestinal®.

Las respuestas inflamatorias intestinales pueden ser debi-
das a la disrupcion de la microbiota intestinal, conocida
como disbiosis. Dicha disrupcion lleva a un rapido incre-
mento en la poblacién de bacterias dafinas en el intestino.
Ademas, incrementa la permeabilidad de la mucosa intesti-
nal debido a la liberacion de enterotoxina y la produccion de
proteina inmunosupresora resulta en disfuncion inmune. Las
poblaciones crecientes de bacterias daninas invaden direc-
tamente las células epiteliales intestinales, lo cual lleva al
dafio de la barrera de mucosa intestinal'®.

El presente estudio fue disehado para elucidar los cam-
bios en el microbioma intestinal en pacientes egipcios con
CUCI activa y para correlacionar dichas bacterias con la gra-
vedad de la CUCI. Esto podria tener impacto en la futura
comprension de la patogénesis de esta enfermedad y en los
posibles abordajes de su prevencion y tratamiento.

Métodos y participantes

Participantes

Este estudio transversal incluy6 a 21 pacientes egipcios con
CUCI activa que fueron reclutados de la clinica ambulato-
ria de gastroenterologia del Hospital Universitario Principal
de Alejandria y del ala de gastroenterologia para pacien-
tes internados en dicho hospital y a 20 sujetos saludables
egipcios para el grupo control emparejados por edad, sexo
e indice de masa corporal. Los habitos alimentarios de todos
los participantes fueron evaluados por medio de un cuestio-
nario de frecuencia de alimentos.

Criterios de exclusion

Malignidad; intervencion quirlrgica reciente en intestino
delgado o grueso (Ultimos 6 meses); diarrea infecciosa,
incluida diarrea bacteriana, viral y por parasitos, diagnos-
ticada con analisis de heces, cultivo y proteina C reactiva
(PCR) para ciertos patogenos; antecedentes de uso prolon-
gado de antibioticos; abuso de farmacos antiinflamatorios

no esteroideos; antecedentes de corticoesteroides, meto-
trexato, azatioprina o 6-mercaptopurina en los Ultimos 3
meses; terapia bioldgica; otras enfermedades autoinmunes;
embarazo; quemadura grave; sepsis; enfermedades rena-
les y hepaticas graves; diabetes mellitus; vegetarianismo
puro; adiccion al alcohol u otras sustancias; incapacidad
para otorgar el consentimiento informado debido a trastorno
mental. También se excluyéd a los nifos. Se requirio que los
pacientes no hubieran tomado medicamentos activos para
el tratamiento de la CUCI, como el acido 5-aminosalicilico o
salzosulfapiridina, una semana antes de comenzar el estu-
dio.

Consideraciones éticas

El estudio sigue los principios de la Declaracion de Helsinki
(1964) y fue aprobado por el Comité de Etica de Inves-
tigacion Médica de la Facultad de Medicina de Alejandria
(Egipto).

Se obtuvieron los consentimientos informados firmados
de todos los pacientes, que expresaron su aceptacion para
participar en el estudio y otorgaron el permiso para la publi-
cacion de los resultados.

A todos los pacientes y controles se les hicieron historias
médicas completas, ademas de un examen clinico completo.
La CUCI fue diagnosticada con base en examenes clini-
cos, radioldgicos, endoscopicos e histologicos''. La actividad
de la CUCI fue determinada por medio de un compuesto de
indices clinicos y endoscépicos (el indice de Actividad de la
Clinico Mayo y el indice de Gravedad de la Enfermedad),
con puntuaciones de 0 a 12 puntos (de actividad nula a la
actividad mas severa) y subindices (con la combinacion de
sangrado rectal, frecuencia de heces y la evaluacion global
del médico o el subindice de endoscopia)'?.

Pruebas de laboratorio, colonoscopia y estudio
histopatolégico

Se realizd una preparacion de laboratorio de rutina, incluido
un conteo sanguineo completo, funcion hepatica (alanina
aminotransferasa y aspartato aminotransferasa), albimina,
bilirrubina, HBsAg y HCVAb, glucemia en ayunas y pospran-
dial, colesterol, triglicéridos, nitrégeno ureico en sangre,
creatinina, velocidad de sedimentacion globular, PCR, cal-
protectina fecal y pANCA.

En todos los pacientes se realizd colonoscopia. La pre-
paracion intestinal consistio en una dieta baja en fibra el
dia anterior a la colonoscopia y una dosis dividida de 4 L
de solucion de polietilenglicol (o una sola dosis en caso
de colonoscopia realizada por la tarde), no mas de 4h
antes de la colonoscopia. Se obtuvieron 4 especimenes de
biopsia de 5sitios, incluidos el ileon y el recto, tanto de
mucosa afectada como de mucosa aparentemente normal;
los especimenes de diferentes locaciones fueron etiquetados
y manejados por separado.

El espécimen de biopsia fue examinado histopatologica-
mente.
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Las muestras frescas de heces fueron recolectadas de casos
y controles y almacenadas en alicuotas a -80° para su pro-
cesamiento.

Extraccion de ADN

El ADN fue extraido de muestras de heces de 180-220 mg
utilizando el QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Ale-
mania), segun las instrucciones del fabricante. Los extractos
de ADN fueron almacenados a -80°C hasta la realizacion de
las pruebas PCR. Dos .l de extracto de ADN fueron utilizados
en la reaccion PCR.

SYBR Green PCR en tiempo real

Se ejecuto el protocolo de PCR en tiempo real, de la
manera descrita por Tomova et al. (2015)'. Se utili-
zaron cebadores especificos para PCR dirigidos a filos,
géneros o especies seleccionados constituyentes de la micro-
biota intestinal (Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus,
Bacteroidetes, Firmicutes, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Clostridioides difficile, A. muciniphilay F. prausnitzii), ade-
mas de un cebador de gama amplia dirigido a las secuencias
ARNr 16S conservadas de todas las bacterias, cuya amplifi-
cacion sirvio como denominador contra el cual se estimé la
amplificacion de otras bacterias.

La amplificacion se hizo en un ciclador PCR en tiempo
real, el Rotor-Gene Q (Qiagen, Alemania) utilizando un kit
SensiFAST™ SYBR® No-ROX PCR (Bioline Co., Reino Unido).
Se utilizaron volumenes de reaccion de 20 pl, con 4 pmol
de cada cebador. La reaccion consistio de una desnatura-
lizacion inicial a 95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 s, recociendo a 30°C por
30 s y extension a 72°C por 30 s. El analisis de la curva de
fusion sirvio para revisar la especificidad de los productos
amplificados. La cuantificacion del ADN bacteriano especi-
fico fue expresada como cuantificacion relativa (el umbral
de ciclo [Ct] en el cual se detectd el ADN para un objetivo
especifico, relativo al Ct en el cual se detect6 el ADN bac-
teriano universal). La cuantificacion relativa fue calculada
automaticamente por el programa Rotor Gene y expresada
como expresion relativa'®.

Se determin6 el enterotipo de todos los participan-
tes, segln el tipo dominante presente en cada una de las
3 bacterias: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (entero-
tipo 2) o Ruminococcus (enterotipo 3).

Analisis estadistico 2.5

Los datos fueron ingresados en la computadora y fueron ana-
lizados utilizando el paquete IBM SPSS version 20.0 (Armonk,
NY: IBM Corp., EE.?UU.). La informacion cualitativa fue
descrita utilizando nimeros y porcentajes, y se utilizo la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad
de la distribucion. La informacion cuantitativa fue des-
crita utilizando rango (minimo y maximo), media, desviacion
estandar, mediana y rango intercuartilico (RIQ). La significa-
cion de los resultados se hizo al 5%.

Para comparar los diferentes grupos, se utilizd la prueba
de chi cuadrada para las variables categoéricas. Para los
2 grupos de estudio, las variables cuantitativas distribuidas
de manera normal se compararon utilizando la prueba t
de Student y las variables cuantitativas no distribuidas de
manera normal fueron comparadas utilizando la prueba U de
Mann-Whitney. Para comparar mas de 2 grupos de estudio,
se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis para las variables cuan-
titativas distribuidas de manera anormal. Con el coeficiente
de Pearson se correlacionaron 2 variables cuantitativas con
distribucion normal y se utilizo regresion para detectar al
factor mas independiente que afecto a la Ruminococcus.

Para evaluar el grado de variacion de la estructura de
la comunidad microbiana dentro de una muestra medi-
mos la diversidad alfa utilizando el indice de diversidad de
Shannon'* y para evaluar el grado de similitud entre casos de
CUClI y sus pares o controles utilizamos el indice de similitud
de Bray-Curtis'.

Resultados

Datos demograficos

El presente estudio fue realizado en 21 pacientes con CUCI;
17 de los pacientes eran hombres y 4 mujeres, con una tasa
hombre/mujer de 4.3:1. La edad de los pacientes tuvo un
rango de 18-43 anos, con una media de 28.90?+?6.55 anos.
El grupo control estuvo compuesto de 20 casos; 11 hombres
y 9 mujeres, y su edad tuvo un rango de 20-42 afos, con una
media de 29.75 + 5.17 afos.

Datos clinicos y de laboratorio

Ninguno de los pacientes presento historia familiar positiva
de CUCI. La duracién de la enfermedad tuvo un rango de 1-7
anos, con una media de 1.86 + 1.56 anos. El indice de Mayo
total tuvo un rango de 4-12, con una media de 9.05 + 2.38,
con 2 casos leves (9.5%), 12 moderados (57.1%) y 7 graves
(33.4%). En la tabla 1 se muestran los diferentes puntos del
indice de Mayo.

También la calprotectina fecal tuvo un rango de 98-2,810,
con una media de 533.95 &+ 714.20 y la PCR tuvo un rango de
7-102 con una media de 40.43 + 34.94. Dieron negativo para
pPANCA 17/21 pacientes (81%) y 4/21 (19%) dieron positivo.

Datos endoscépicos e histologicos

En todos los pacientes se realizd una colonoscopia conven-
cional. Se encontré una disminucion en el patrén vascular
normal y eritema leve en 2 pacientes y en 19 se encontr6
una pérdida completa del patrén vascular y eritema mar-
cado. La friabilidad de la mucosa fue leve en 7 pacientes y
severa en 14. Se observo erosion en 12 pacientes y ulcera-
ciones graves y sangrado espontaneo en 7. En 3 pacientes
se observo la presencia de pseudopodlipos. En la tabla 1 se
muestran los hallazgos macroscopicos y microscopicos.
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Tabla 1  Distribucion de casos de CUCI, segun datos clini-
cos, de laboratorio, endoscopicos e histopatologicos

Duracion de la enfermedad
Min-Madx
Media + DE
Mediana (RIQ)
Calprotectina fecal
Min-Mdx
Media + DE
Mediana (RIQ)
PCR
Min-Mdx
Media + DE
Mediana (RIQ)
PANCA n (%)
Negativa
Positiva
Hallazgos colonoscopicos n (%)
Extension de la enfermedad
Pancolitis
Colitis izquierda
Proctitis
Caracteristicas macroscépicas
Patron vascular
Disminucion
Pérdida
Eritema de la mucosa
Leve
Marcada
Sangrado espontdneo y
ulceraciones graves
Friabilidad/granularidad
Leve
Grave
Erosiones/ulceracion
Pseudopoélipos
Caracteristicas microscopicas
Distorsion de arquitectura de
cripta
Atrofia de cripta
Infiltracion de cripta

Densidad de cripta disminuida

Absceso de cripta
Criptitis
Linfoplasmacitosis basal

Metaplasia de células de Paneth

Disminucion de mucina

Erosién/ulceracion de superficie

Infiltracion de células
inflamatorias

Predominancia de neutrofilos

(mayor a 70% de las células
inflamatorias activas)
Predominancia eosinofilica
(mayor a 70% de las células
inflamatorias activas)
Mixta (neutrofilos y
eosinofilos)

1.0-7.0
1.86 + 1.56
1.0 (1.0-2.0)

98-2810
533.95 £+ 714.20
180 (120-610)

7-102
40.43 £ 34.94
20 (12-76)

17 (81)
4 (19)

7 (33)
10 (48)
4 (19)

2 (9.5)
19 (90.5)

2 (9.5)
19 (90.5)
7 (33)

7 (33)
14 (67)
12 (57)
3 (14)

21 (100)

21 (100)
20 (95)
12 (57)
21 (100)
13 (62)
18 (85.7)
16 (76)
20 (95)

7 (33.4)

9 (42.8)

5 (23.8)

Tabla 1 (continuacién)

Indice de Mayo Total/ 12

Min-Max 4.0-12.0

Media + DE 9.05 + 2.38

Mediana (RIQ) 9.0 (8.0-11.0)
Frecuencia de heces/dia n (%)

1 3 (14.3)

2 10 (47.6)

3 8 (38.1)
Sangrado rectal n (%)

1 2 (9.5)

2 8 (38.1)

3 11 (52.4)
Hallazgos endoscdpicos n (%)

1 2 (9.5)

2 12 (57.1)

3 7 (33.4)
Valoracion global del médico n (%)

1 3 (14.3)

2 13 (61.9)

3 5(23.8)

Analisis del microbioma intestinal

La cuantificacion de ADN bacteriano especifico no fue expre-
sada como numero absoluto sino relativo al ADN bacteriano
total presente en la muestra de heces. La media de los valo-
res de la diferencia relativa de la variedad de bacterias fue
mostrada en instancias en las que el valor decimal era bajo,
como en E-05 (4.75 x 10 se muestra como 4.75E-05).

Analisis de filos

El analisis bacteriano de filo mostré que los pacientes con
CUCI presentaban una disminucion estadisticamente signi-
ficativa en Firmicutes (p <0.001) y aunque Bacteroidetes
presentaba disminucion, la diferencia no fue estadistica-
mente significativa al compararla con el grupo control.
Ademas, aunque la relacion Firmicutes/Bacteroidetes fue
mas baja en los casos de CUCI (1.65), al compararla con los
controles saludables (2.93) la diferencia no fue estadistica-
mente significativa (tabla 2) (fig. 1).

Andlisis de géneros

Los pacientes con CUCI mostraron una disminucion estadis-
ticamente significativa en Ruminococcus, en la comparacion
con el grupo control (p=0.001), mientras que no existio dife-
rencia estadisticamente significativa entre los pacientes con
CUCI y los controles, respecto a Bacteroides y Prevotella
(tabla 2) (fig. 1). Tampoco se observé diferencia estadis-
ticamente significativa entre el grupo de CUCI y el grupo
control respecto a la relacion Prevotella/Bacteroides (tabla
2, fig. 1).
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Tabla 2 Comparacion de la abundancia bacteriana relativa en los grupos de estudio

Bacteria Grupo CUCI Grupo control Prueba de p
significacion (U)

A. muciniphila 2.19E-03 1.43E-03 190.0 0.602
(3.96E-04-2.45E-02) (7.23E-04-3.29E-03)

Bacteroides 7.0E-02 1.40E-01 167.0 0.262
(1.0E-02-2.50E-01) (6.0E-02-3.50E-01)

Bacteroidetes 5.0E-02 2.50E-01 159.50 0.188
(4.93E-04- 4.50E-01) (8.0E-02-5.60E-01)

Bifidobacterium 2.0E-02 4.0E-02 143.50 0.083
(3.49E-03-7.0E-02) (1.0E-02-2.60E-01)

C. difficile 0.0E +00 0.0E +00 200.0 0.329
(0.0E +00-0.0E + 00) (0.0E +00-0.0E +00)

F. prausnitzii 3.0E-02 2.40E-01 44.0* <0.001*
(1.0E-02-5.0E-02) (1.20E-01-3.30E-01)

Firmicutes 2.30E-01 4.60E-01 79.0* <0.001*
(1.00E-01-3.50E-01) (3.40E-01-7.50E-01)

Lactobacilli 2.0E-02 7.0E-02 160.0 0.192
(3.33E-03-7.00E-02) (1.00E-02-1.70E-01)

Prevotella 2.0E-02 1.0E-02 204.0 0.876
(3.92E-03-1.40E-01) (3.60E-03-1.80E-01)

Ruminococcus 3.31E-03 3.0E-02 79.0* 0.001*
(1.82E-04-1.0E-02) (1.79E-03-6.0E-02)

Relacion F/B 1.65 2.93 193.50 0.657
(0.8-118) (1.31-7.96)

Relacion P/B 1.44 0.24 152.0 0.106
(0.08-4.05) (0.02-1.75)

Se muestra la mediana (rango intercuartilico del percentil 25 al 75) de la abundancia relativa de las bacterias.
Relacion F/B: relacion Firmicutes/Bacteroidetes; Relacion P/B: relacion Prevotella/Bacteroidetes; U: prueba de Mann-Whitney.

Andlisis de especies

Respecto a las bacterias benéficas, los pacientes con CUCI
mostraron una disminucion estadisticamente significativa
en F. prausnitzii, en comparacion con el grupo control
(p <0.001). Sin embargo, no se observo una diferencia esta-
disticamente significativa entre los pacientes con CUCI y los
controles respecto a A. muciniphila, Bifidobacteriay Lacto-
bacilli (tabla 2) (fig. 1).

Para la bacteria patogena Clostridioides difficile, nin-
guno de los casos controles fue positivo y solamente uno de
los casos de CUCI fue positivo, con una abundancia relativa
de 2.10E-6.

Respecto a los 3 grupos de gravedad en casos de CUCI,
aunque las bacterias benéficas (A. muciniphila, Bifidobac-
terium, F. prausnitzii, y Firmicutes) fueron mas altas en los
casos leves que en los casos moderados y graves, la diferen-
cia estadistica no fue significativa.

Correlacion con parametros clinicos

Al estudiar la correlacion entre abundancia relativa de
los diferentes componentes de la microbiota intestinal y
la duracion de la enfermedad, no se detectaron corre-
laciones estadisticamente significativas en el indice de
Mayo total, calprotectina fecal y pANCA, excepto por una
correlacion positiva significativa entre A. muciniphila y cal-
protectina fecal (r=0.613, p=0.003). También se observo

una correlacion positiva significativa entre Ruminococcus y
calprotectina fecal (r=0.448, p=0.041) y la duracion de la
enfermedad (r=0.467, p=0.033).

Un analisis de regresion lineal multivariado de los para-
metros que afectan al Ruminococcus en los casos de CUCI
mostroé una correlacion estadisticamente significativa entre
el indice endoscopico y la calprotectina fecal, mientras que
no se observo correlacion estadisticamente significativa con
la duracion de la enfermedad (tabla 3).

Diversidad alfa

Elindice de diversidad de Shannon considera tanto la riqueza
de especie como la uniformidad y mostré un nivel de
diversidad microbiana mas bajo en casos de CUCI que en
los controles saludables. El valor mediano del indice de
diversidad para CUCI fue 1.41 (casos leves=1.24, mode-
rados=1.42, graves=1.44) y fue de 1.48 en los controles
saludables. No se observo diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre los casos de CUCI (tabla 4).

indice de similitud

Se utilizo el indice de similitud de Bray-Curtis para evaluar la
similitud y disimilitud entre los casos de CUCI y los controles
saludables. En comparacion con los controles saludables, la
media de la disimilitud (diferencia) para CUCI fue de 57%,
con rango de 20-91%.

251



E.A. Ahmed, S.M. Ahmed, N.H. Zakaria et al.

Firmicutes Bacteroidetes F. prausnitzii
1 ME00
1 00E+00 1 DOEO0
S008-04 $.008-80
100E+00 [
$.008-84 $.008-00
280884 To0E-80 o051 =
00804 €005
008 1 e 500801
X
400881 doneat
S.008-0 —
L0088 X AN pod
x — @
X 200854 S
100880
100851
10088 % l
J- J_ ODOE+00
0LO0E+00 OLO0E+00
Bacteroides Prevotella Ruminococcus
A& S0E-81 L50Egd
TR0ES T EO0E-50 -
[+]
s0851 R o
E00E-01
SOE.3 o
e o 150884
500880 o
AUS0E-81
400820
LS0E -2
300880
300801
Lot * X L00E-&d 550850 %
100884 100824 X o
T
J_ Aseal OLOEO0
LLO0EO0 B S
Lactobacilli Bifidobacteria A. muciniphila
1.00E+00 200801 400880
[+]
o H00E-0
1508 ]
ES0E1
Tk
300850
To0E-1 o
00881 o [}
. 15080
00851
S.50E-51
500820 2008 20
o 45085
400800 150850
300880
380880 o — L)
3508 & @ Lenes
200 = . L b4 o
55085 o
— |_x_| & . Ifl y
LOGEOD —
fLIOE00 Q0000

Figura 1 Diagrama de caja y bigotes del microbioma intestinal en los grupos de estudio. La linea gruesa del medio de la caja
representa la mediana, la caja representa los rangos intercuartilicos (del percentil 25 al 75), los bigotes representan el minimo y
el maximo.

CUCI: control.
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Tabla 3  Analisis de regresion lineal multivariado para los parametros que afectan a Ruminococcus para el grupo CUCI
Ruminococcus Multivariado®

p B (IC 95%)
Duracion de la enfermedad 0.530 0.001 (-0.001-0.002)
Puntuacion endoscopica 0.008* 0.007 (0.002-0.012)
Calprotectina fecal 0.049* 3.442E-006 (0.000-0.000)

B: coeficientes no estandarizados; IC: intervalo de confianza.

@ Todas las variables con p <0.05 fueron incluidas en el analisis multivariado.

" Estadisticamente significativo para p < 0.05.

Tabla 4 indice de diversidad de Shannon para el grupo de casos con CUCI

indice de diversidad Leve (2) Moderada (12) Grave (7) Prueba de significacion p
Min-Max 1.17-1.31 0.73-1.76 0.38 1.57 H=1.012 0.603
Media + DE 1.24 + 0.099 1.33 + 0.321 1.22 + 0.477

Mediana 1.24 1.42 1.44

H: prueba de Kruskal-Wallis.

Los casos de CUCI leves, moderados y graves mostraron
una disimilitud promedio, en relacion con los controles salu-
dables, de 41, 60 y 58%, respectivamente. Sin embargo, no
se observo una diferencia estadisticamente significativa en
gravedad.

Enterotipos de los participantes del estudio

Diez (47.6%) de los pacientes con CUCI fueron asignados al
enterotipo 1, 10 (47.6%) al enterotipo 2 y solo 1 al enterotipo
3. Por otro lado, 13 (65%) de los casos controles fueron asig-
nados al enterotipo 1, 7 (35%) al enterotipo 2 y ninguno al
enterotipo 3. No se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los 2 grupos respecto a la distribucion por
enterotipo (p=0.436).

Discusion

Se cree que la colitis ulcerosa es causada por un desequi-
librio entre la microbiota intestinal y la inmunidad de la
mucosa, lo cual resulta en inflamacion intestinal. Una baja
presencia de bacterias antiinflamatorias y un incremento
relativo de bacterias proinflamatorias desempenan un papel
importante en la patogénesis de la CUCI™.

Segln los resultados del presente estudio, los pacien-
tes con CUCI mostraron una disbiosis marcada, evidenciada
por una disminucion significativa en el filo Firmicutes y la
especie F. prausnitzii, productora principal de butirato, con
propiedades antiinflamatorias y un papel inmunomodulador
en la homeostasis intestinal. A pesar de no haber sido sig-
nificativa, la relacion Firmicutes/Bacteroidetes también fue
mas baja en los casos de CUCI (1.65), en comparacion con
los controles saludables (2.93).

Nuestros resultados coinciden con estudios que muestran
que el filo Firmicutes y la especie F. prausnitzii fueron sig-
nificativamente mas bajos en pacientes con CUCI que en
sujetos saludables'®'. Sin embargo, difieren de estudios
que reportan que el filo Bacteroidetes tuvo menor presencia

en muestras de mucosa de pacientes con CUCI, en compa-
racion con sujetos saludables'® '8,

El Ruminococcus mostré una disminucion estadistica-
mente significativa en los casos con CUCI en comparacion
con el grupo control (p=0.001). Sin embargo, no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa respecto a Prevotella,
Bacteroides y la relacion entre ambas, lo cual coincide
con los resultados de Frank et al. (2007) y Morgan et al.
(2012)"®1° que mostraron que el Ruminococcus, en particu-
lar la especie productora de butirato, estaba reducida enla
enfermedad inflamatoria intestinal.

Respecto a las bacterias benéficas asociadas con un
microbioma intestinal saludable (A. muciniphila, Bifi-
dobacteria y Lactobacilli), no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes con CUCI
y los controles. Estos resultados contrastan con los hallazgos
de otros estudios, que muestran una disminucion de Bifido-
bacteria y A. muciniphila en muestras fecales de pacientes
con CUCI, en comparacion con sujetos saludables?®?',

En nuestro estudio, la bacteria patdgena Clostridioides
difficile fue positiva en un caso de CUCI, con abundancia
relativa baja (2.10E-6), lo cual coincide con un estu-
dio previo que recluté casos de pacientes ambulatorios,
sin antecedentes recientes de ingesta de antibioticos ni
hospitalizacion??.

Respecto a la relacion entre disbiosis y la gravedad de los
casos de CUCI en el presente estudio, las bacterias benéficas
(A. muciniphila, Bifidobacteria, F. prausnitzii, y Firmicutes)
fueron mas abundantes en los casos leves que en los casos
moderados o graves, pero la diferencia no fue estadistica-
mente significativa, lo cual era esperable, dado que solo se
presentaron 2 casos leves.

Se ha reportado que la diversidad microbiana intestinal
es un biomarcador para capacidad metabolica y salud, dado
que una mayor diversidad microbiana intestinal supone la
capacidad de proteger la microbiota intestinal humana de
estresores ambientales?:.

Se ha confirmado una diferencia significativa en el micro-
bioma intestinal de individuos saludables y pacientes con
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enfermedad inflamatoria intestinal en términos de carga y
diversidad?*. El indice de Shannon demostré que los grupos
de nuestro estudio presentaron un grado similar de diversi-
dad alfa, lo cual fue un hallazgo esperado, dado que en el
presente estudio se abordd un nimero limitado de géneros
0 especies bacterianos.

Se ha propuesto la calprotectina fecal como un mar-
cador sustituto no invasivo para inflamacion intestinal en
enfermedad inflamatoria intestinal y también se ha correla-
cionado como un marcador de actividad de la enfermedad.
El nivel del marcador inflamatorio, calprotectina fecal, se
correlaciona significativamente con la inflamacion endos-
copica colonica en CUCI. En nuestro estudio no se observo
correlacion estadisticamente significativa entre la diferente
abundancia bacteriana relativa, la duracion de la enferme-
dad, el indice de Mayo total, la calprotectina fecal y pANCA,
excepto por una correlacién positiva entre A. muciniphila y
Ruminococcus con la calprotectina fecal.

Estos resultados contrastan con lo reportado por Chen
et al. en 2020%°, quienes reportaron una asociacion negativa
de A. muciniphilay Ruminococcus con la calprotectina fecal.

Una limitacion de nuestro estudio fue el tamafo pequefo
de la muestra, lo cual puede haber llevado a una pérdida de
significacion estadistica en algunos puntos.

Conclusion

El presente estudio proporciona evidencia de la presencia
de cambios en el microbioma intestinal de los pacientes
con CUCI en comparacion con controles saludables. Estas
observaciones destacan la importancia de identificar el
microbioma y los cambios bacterianos especificos que pue-
den ser abordados para tratar la CUCI.
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