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Llista d’abreviacions

MII Malaltia Inflamatoria Intestinal

MC Malaltia de Crohn

CuU Colitis Ulcerosa

Sl Sindrome de 1’Intesti Irritable

Th Cel-lules T helper

IL Interleucina

Treg Ceél-lules T reguladores

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3
TNF-a Factor o de necrosi tumoral

CRP C-Reactive Protein

CF Calprotectina Fecal

CDAI Crohn’s Disease activity index

IHB index de Harvey-Bradshaw

IMP index de Mayo Parcial

CDEIS Index de severitat de la malaltia de Crohn

SES-CD Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease

UCEIS index Endoscopic de Severitat de la Colitis Ulcerosa
IEM Index endoscopic de Mayo
5-ASA acid 5-aminosalicilic

MAdCAM-1 Molécula 1 d’adhesio de la cel-lula vascular de la mucosa

IFX Infliximab

ADA Adalimumab

GOL Golimumab

SII-D Sindrome de I’Intesti Irritable amb comportament diarreic
SII-C Sindrome de 1’Intesti Irritable amb comportament restret
SII-M Sindrome de I’Intesti Irritable amb comportament mixte
gPCR Reaccio en cadena de la polimerasa quantitativa

ARNr Acid ribonucleic ribosomic

SCFA Short Chain Fatty Acids

GALT Teixit limfoide associat al intesti

IgA Immunoglobulina A

NOD2 Nucleotide oligomerization domain 2



Llista d’abreviacions

CARD9 Caspase recruitment domain-containing protein 9
ATG16L1  Autophagy-related 16-like 1
CLEC7A C-type lectin domain family 7 member A

H Subjectes sans

ADN Acid desoxiribonucleic

EUB Eubacteris

FPRA Faecalibacterium prausnitzii
PHG-I Faecalibacterium prausnitzii filogrup |
PHG-II Faecalibacterium prausnitzii filogrup Il
RUM Ruminococcus sp.

ENT Enterobacteriacies

ECO Escherichia coli

AKK Akkermansia muciniphila
CLO Clostridis

MSM Methanobrevibacter smithii
BAC Bacteroidetes

F Forward

R Revers

PR Probe

TA Temperatura Ambient

SENS Sensibilitat

ESPE Especificitat

VPP Valor predictiu positiu

VPN Valor predictiu negatiu

LR Likelihood ratio
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Resum

La Malaltia Inflamatoria Intestinal (MII) és un grup de patologies de base immune que
afecten al tracte digestiu, provocant processos inflamatoris cronics. Dintre d’aquest grup,
la Malaltia de Crohn (MC) i la Colitis Ulcerosa (CU) sén els tipus més comuns. Els signes
i simptomes de la MII sén molt diversos i poden oscil-lar entre lleus i critics. Aquesta
simptomatologia pot ser compartida amb d’altres trastorns intestinals com podria ser la
Sindrome del Intesti Irritable (SI1) la qual cosa complica el diagnostic. La colonoscopia
¢s el metode d’eleccio per discriminar entre MII 1 SII. No obstant, no és recomanable el

seu Us habitual degut al seu caracter invasiu.

La MII inclou periodes d’activitat inflamatoria alternats amb periodes de remissio, fet que
fa que sigui necessari el seguiment continuat de 1’activitat de la malaltia per poder adaptar
adequadament la pauta terapéutica. Aixi doncs, tot i els avencos constants en Medicina,
sOn necessaris nous meétodes que facilitin, d’una manera no invasiva, el diagnostic i el

monitoratge de la MII.

Durant els ultims anys, les comunitats microbianes que habiten I’intesti huma han estat
relacionades amb un bon nombre de malalties, entre les que destaca la MII. La
identificacid de signatures microbiologiques en mostres fecals de pacients amb MlIl i Sl
podria ser Gtil per diagnosticar, monitoritzar i, fins i tot, predir-ne resultats terapéutics.
L’analisi de la microbiota intestinal a partir d’una mostra fecal és un procés senzill i rapid.
La metodologia emprada per estudiar-la ha estat en part definida i optimitzada en aquest
treball. A partir d’aquesta metodologia, s’han desenvolupat dos métodes no invasius
basats en la identificacié de signatures bacterianes fecals en la Ml i la SII amb diferents

finalitats.

El primer métode definit en aquesta tesi ha estat RAID-Dx. Es tracta d’un procediment
no invasiu capag de discriminar la SII de la MIl amb una sensibilitat del 88,2% i una
especificitat del 94,1%. Aquest metode ha estat definit i validat internament amb una
cohort de 104 pacients. En paral-lel, s’ha definit un segon métode, anomenat RAID-
Monitor, que permet monitoritzar ’activitat endoscopica en pacients de MC 1 CU. Per al
desenvolupament de RAID-Monitor, es van incloure 54 pacients diagnosticats de MC i
79 de CU. Aquesta metodologia ha estat capa¢ de determinar 1’activitat endoscopica en

pacients de MC amb una sensibilitat del 90,0% i una especificitat del 81,2%, mentre que
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en la CU, lasensibilitat i la especificitat obtingudes amb RAID-Monitor van ser del 88,2%
i el 94,1%, respectivament.

Els resultats obtinguts en aquest treball reforcen la idea inicial sobre la utilitat de
signatures moleculars de la microbiota intestinal i obre la porta a la seva aplicacio en
altres malalties que cursen acompanyades de canvis en I’estructura i la composicid de la
microbiota. Tot i els avencos en I’estudi de la microbiota humana, cal seguir explorant la
relacio entre la microbiota i la salut amb 1’objectiu de desenvolupar i posar a disposicié

de la Medicina nous métodes de suport al diagnostic i el monitoratge.
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Resumen

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) es un grupo de patologias de base inmune
que afectan el tracto digestivo, provocando procesos inflamatorios crénicos. La
Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU) son los tipos mas comunes. Los
signos y sintomas de la EIl son muy diversos y pueden oscilar de leves a criticos. Esta
sintomatologia puede ser compartida con otros desordenes intestinales como podria ser
el Sindrome del Intestino Irritable (SII), lo que complica el diagndstico. La colonoscopia
es el método elegido para discriminar entre M1l y SII. Sin embargo, no es recomendable

su uso habitual debido a su caracter invasivo.

La Ell incluye periodos de actividad inflamatoria alternados con periodos de remision, lo
que hace que sea necesario el seguimiento continuado de la actividad de la enfermedad
para adaptar adecuadamente la pauta terapéutica a seguir. Asi pues, a pesar de los avances
constantes en Medicina, son necesarios huevos métodos que faciliten, de una manera no

invasiva, el diagnostico y la monitorizacién de la EII.

Durante los ultimos afios las comunidades microbianas que habitan el intestino humano
han sido relacionadas con un buen nimero de enfermedades, entre las que destaca la EIll.
La identificacion de firmas microbioldgicas en muestras fecales de pacientes con Ell y
SIl podria ser util para diagnosticar, monitorizar e incluso, predecir resultados
terapéuticos. El andlisis de la microbiota intestinal a partir de una muestra fecal es un
proceso sencillo y rapido. En este trabajo se ha definido y optimizado una parte de
metodologia para su estudio. A partir de esta metodologia se han desarrollado dos
métodos no invasivos basados en la identificacion de firmas bacterianas fecales en la Ell

y el SlI con diferentes finalidades.

El primer método definido en esta tesis ha sido RAID-Dx. Se trata de un procedimiento
no invasivo capaz de discriminar la SII de la EIl con una sensibilidad del 88,2% y una
especificidad del 94,1%. Este método ha sido definido y validado internamente con una
cohorte de 104 pacientes. En paralelo, se ha definido un segundo método, llamado RAID-
Monitor, que permite monitorizar la actividad endoscopica en pacientes de EC y CU. Para
el desarrollo de RAID-Monitor, se incluyeron 54 pacientes diagnosticados de EC y 79 de
CU. Esta metodologia ha sido capaz de determinar la actividad endoscopica en pacientes

de EC con una sensibilidad del 90,0% y una especificidad del 81,2%, mientras que, en
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CU la sensibilidad y la especificidad obtenidas con RAID-Monitor fueron del 88,2% y el
94,1%, respectivamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan la idea inicial sobre la utilidad de
firmas moleculares de la microbiota intestinal y abre la puerta a su aplicacion en otras
enfermedades que cursan acompafiadas de cambios en la estructura y la composicion de
la microbiota. A pesar de los avances en el estudio de la microbiota humana, debemos
seguir explorando la relacion entre la microbiota y la salud con el objetivo de desarrollar
y poner a disposicion de la Medicina nuevos métodos de apoyo al diagnostico y a la

monitorizacion.
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Summary

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a group of immune-based pathologies that affect
the digestive tract, causing chronic inflammatory diseases processes. Within this group,
Crohn's Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC) are the most common types. The signs
and symptoms of IBD are very diverse and can range from mild to critical. This
symptomatology can be shared with other intestinal disorders such as Irritable Bowel
Syndrome (IBS), which complicates the diagnosis. Colonoscopy is the method of choice
to discriminate between disorders. However, its regular use is not recommended due to

its invasiveness.

The chronic nature of IBD includes periods of inflammatory activity alternated with
periods of remission, which makes regular monitoring of disease activity necessary to
adequately adapt the therapeutic regimen. Thus, despite constant advances in medicine,
new non-invasive methods that allow IBD diagnosis and monitoring are needed.

In recent years, the microbial communities that inhabit the human intestine have been
associated with different diseases, among which IBD stands out. Identifying
microbiological signatures in faecal samples from patients with IBD and IBS could be
useful to diagnose, monitor, and even predict therapeutic results. The study of the
intestinal microbiota using faecal samples, is a simple and quick process. The
methodology used for its study has been defined and optimized in this work. In this
doctoral thesis, two non-invasive methods based on the identification of faecal bacterial
signatures in IBD and IBS have been developed using this methodology with different

purposes.

The first method defined in this thesis is RAID-Dx. It is a non-invasive method capable
of discriminating IBS from IBD with a sensitivity of 88.2% and a specificity of 94.1%.
This method has been defined and validated internally with a cohort of 104 patients. In
parallel, a second method, called RAID-Monitor, has been defined. It allows monitoring
the endoscopic activity in CD and UC patients. For the development of RAID-Monitor,
54 patients diagnosed with CD and 79 with UC were recruited. This methodology has
been capable of assessing endoscopic activity in CD patients with a sensitivity of 90.0%
and a specificity of 81.2%. In terms of UC, the sensitivity and specificity obtained with
RAID-Monitor were 88.2% and 94.1%, respectively.
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Summary

The results obtained in this work reinforce the initial idea about the utility of intestinal
microbiota molecular signatures and open the door to its application in other diseases in
which changes in the structure and composition of the microbiota have also been reported.
Despite the advances in the study of human microbiota, the relationship between the
microbiota and health must continue to be explored with the aim of providing Medicine

with new methods to support diagnosis and monitoring.
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1. MALALTIA INFLAMATORIA INTESTINAL

La Malaltia Inflamatoria Intestinal (MII) és un trastorn idiopatic i recurrent de base
immune que afecta al tracte digestiu provocant processos inflamatoris cronics. La
Malaltia de Crohn (MC) i la Colitis ulcerosa (CU) son els tipus més comuns en la Mll,
encara que presenten certes diferéncies: predisposicio genetica, factors de risc, diferéncies
cliniques, endoscopiques i histologiques, ambdues malalties comparteixen bastants
caracteristiques. La naturalesa cronica de la malaltia inclou periodes d’activitat
inflamatoria (fase activa o fase de brot) de gravetat i durada variable, alternats amb

periodes de remissio (fase inactiva) de duracio també variable [1,2].

1.1 Prevalenca i incidencia de la Mll

La MII ha esdevingut una malaltia global, tot i aix0, la seva incidéncia i prevalenca varia
molt segons la regid geografica. En paisos industrialitzats, la seva incidencia ha
augmentat darrerament, on s’estima que al voltant de 2,5 milions de residents europeus i
1 mili6 en els Estats Units presenten la MIIl. A més, la MII ha presentat un increment de
la seva incidéncia en paisos recentment industrialitzats d’Asia, Sud America i Africa

degut a que les seves societats s’han tornat més occidentals [3,4].

Tot i que la prevalenga de la MII continua augmentant en paisos de I’América del Nord,
Europa, Australia i Nova Zelanda [5] en paisos recentment industrialitzats és baixa, tot
i aix0, donat al increment en la incidéncia d’aquesta malaltia en aquests paisos, es preveu

que la seva prevalenca pugui augmentar en els proxims anys (Figura 1).

Prevalence

B Highest
Intermediate

| Lowest
Uncharted

Figura 1. Nivells de prevalenca de la Malaltia Inflamatdria Intestinal al mén [3].
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La CU és més prevalent que la MC. A Nord America i a Europa és on trobem la major
incidéncia i prevalenca de la malaltia amb una incidéncia que varia d’entre els 9 i els 20
casos per cada 100.000 habitants per any, i una prevalenca de 156 a 291 casos per cada
100.000 persones [1]. En canvi, laincidéncia de la MC es de 2 a 20 casos per cada 100.000
habitants [6].

1.2 Malaltia de Crohn
1.2.1 Classificacio de la MC

La MC és una malaltia inflamatoria que pot arribar a afectar qualsevol part del tracte
digestiu, des de la boca fins I’anus [7]. Es pot classificar fenotipicament en diferents
subtipus segons la seva localitzacio, el seu comportament i la seva gravetat. La
classificacié de la MC, ajuda a estratificar els pacients i a escollir la millor practica
terapéutica segons la seva classificacio ja que aquesta, pot ser una important predictora

del curs i de les complicacions de la malaltia.

El 1998 es va introduir la classificacio de Viena amb la intencié de classificar els diferents
fenotips clinics de la MC [8,9]. No obstant, uns anys després (2005), un grup d’experts
va presentar al congrés mundial de Gastroenterologia una adaptacié de la classificacio de
Viena: la classificacio de Montreal [10,11]. Aquesta classificacié es troba acceptada pels
consensos internacionals 1 és la que s’utilitza actualment per classificar la MC. La
classificacio de Montreal considera 3 apartats (Taula 1): I’edat d’aparicié de la malaltia,

la localitzacié i el comportament de la mateixa.

Taula 1. Classificacié de Montreal de la Malaltia de Crohn.

Parametre Classificaci6

Al: Edat < 16 anys

a) Edat aparicié malaltia A2: Edat 17 — 40 anys

A3: Edat > 40 anys

L1: lli terminal
L2: Colon

b) Localitzacié afectacio
L3: lleocolonica

L4: Tracte digestiu superior

B1: Inflamatori

c¢) Comportament afectacié B2: Estenosat

B3: Fistulitzant
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La MC pot afectar a persones de qualsevol edat, tot i que la majoria de pacients son adults
joves entre els 16 i els 30 anys. La classificacio de Montreal divideix I’edat de debut de
la malaltia en diferents apartats: Al per a pacients amb una edat de diagnostic inferior o
igual als 16 anys, A2 per a pacients que debuten amb una edat d’entre els 17 i els 40 anys

i A3 com aquells que debuten amb una edat superior als 40 anys [12].

Segons la localitzacié de 1’activitat inflamatoria, trobem pacients que només presenten
afectat 1’ultim segment de I'ili (L1), d’altres en els que la malaltia es limita al tram del
colon (L2), d’altres que presenten ambdos trams afectats (L3), i per Gltim, pacients que
presenten afectada alguna regi6 del tracte digestiu superior (Figura 2). L’afectacio ileal i
la del tracte superior és més freqlient en persones diagnosticades de MC abans dels 20

anys, mentre que 1’afectacio colonica és més freqlient en pacients majors de 60 anys.

Figura 2. Tipus d’afectacié de la malaltia inflamatoria intestinal segons la localitzacio; Afectacio lleal (A),
colonica (B), lleocolonica (C) i del tracte superior en la MC [2].

Mentre que la ubicacio de I’afectacid és majoritariament estable, el comportament de la
MC varia substancialment durant el curs de la malaltia [13]. Segons el comportament,
podem trobar la MC amb comportament inflamatori (B1), estenosat (B2) i fistulitzant

(B3), podent aprofundir fins a la capa més interna del teixit intestinal afectat.

1.2.2 Simptomatologia de la MC
Els signes i simptomes de la MC sén molt diversos i poden oscil-lar entre lleus i critics.
Sovint es manifesten gradualment, no obstant, a vegades es presenten de forma sobtada

sense previ avis. Quan la malaltia entra en fase de remissio, el pacient esta asimptomatic.

Alguns dels signes i simptomes que pot desencadenar la MC en estat actiu poden ser:
diarrea, dolor i colics abdominals, febre, cansament, sang en les femtes, aftes a la boca,

disminuci6 de la gana, pérdua de pes entre d’altres [2].
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A més, els pacients amb MC poden presentar manifestacions extraintestinals, les quals
no sempre es correlacionen amb el grau d’activitat, com inflamacié de la pell, ulls i
articulacions, inflamacio del fetge o de les vies biliars, retard de creixement o en el
desenvolupament sexual en nens entre d’altres. A més, la MC pot donar lloc a una 0 mes

de les segtients complicacions:

- Obstrucci6 intestinal: En els pacients de MC que presenten alt comportament
estenosant es pot produir una obstruccio del pas del contingut digestiu. En aquests
casos es possible que es necessiti de cirurgia per extirpar la part afectada de
I’intesti.

- Ulceres: La inflamacié cronica pot provocar Glceres en qualsevol part del tub
digestiu, inclus en la boca, I’anus i la regi6 genital.

- Fistules: A vegades, les Ulceres es poden estendre per tota la paret intestinal i
generar una connexié anormal entre diferents parts del cos. Poden aparéixer
fistules entre 1’intesti i la pell, o entre I’intesti i un altre organ. Les fistules més
freqiients es presenten en regions properes a la zona anal. En alguns casos, les
fistules es poden infectar i formar abscessos que poden posar en risc la vida sind
es tracten.

- Desnutricié: La diarrea, el dolor abdominal i els colics poden dificultar
I’alimentaci6 o la capacitat de I’intesti d’absorbir suficients nutrients per
mantenir-se nodrits. També és freqlient presentar anemia degut a la deficiéncia de
ferro o vitamina B12 que provoca la malaltia.

- Cancer colorectal: Quan la MC afecta al colon, pot incrementar el risc de

presentar cancer colorectal.

1.3 Colitis Ulcerosa
1.3.1 Classificacio de la CU

La CU és una malaltia inflamatoria que provoca una inflamacid persistent i aftes en el tub
digestiu. A diferéncia de la MC, I’extensié de la CU és limita al colon [14]. La CU
normalment implica el recte i es pot estendre de manera continua pel colon proximal i
fins i tot fins al cec. L'extensio de les lesions en la CU té una implicacio pronostica i
terapéutica molt important. Aixi doncs, la CU es classifica en diferents subtipus segons
la gravetat i la magnitud de la malaltia seguint la classificacié de Montreal [15]. Segons

I’extensio de la malaltia la CU (Figura 3) es pot classificar en:
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- Proctitis ulcerosa (E1): La inflamacié es limita al recte, la zona més propera a
I’anus. El sagnat rectal pot ser 1’unic signe de la malaltia. Aquesta forma de CU
sovint és la més lleu.

- Proctosigmoiditis: La inflamacio afecta tant al recte com al sigma, I’extrem
inferior del colon. Els signes i simptomes son diarrea amb sang, dolor i rampes
abdominals, aixi com el tenesme (impossibilitat defecatoria tot i la necessitat).

- Colitis esquerre (E2): La inflamacio s’extén des del recte fins al colon
descendent. Els signes i simptomes poden ser els anteriors amb possibilitat de
pérdua de pes involuntariament.

- Pancolitis (E3): De forma general la pancolitis afecta tot el colon i causa episodis
de diarrea amb sang, que poden ser greus, dolor i rampes abdominals, fatiga i

pérdua de pes significativa.

Proctitis ulcerosa Proctosigmoiditis Colitis esquerre

Pancolitis o colitis extensa

Figura 3. Tipus d’afectacions que pot presentar la CU.

La CU també es pot classificar, a partir de I’escala de Montreal, segons la seva gravetat.
La CU pot ser debilitant i algunes vegades provocar complicacions que poden posar en
risc la vida del pacient. EI 48% dels pacients que pateixen CU es troben en estat de
remissio (S0), el 30% presenta una activitat lleu (S1), el 20% presenta una activitat
moderada (S2) i només entre un 1 i un 2% de la poblacié presenta una activitat greu (S3)
[16].

1.3.2 Simptomatologia de la CU

La CU és una malaltia complexa i €s per aixo que els seus simptomes poden variar, segons

la gravetat de la inflamacid i segons la regié del colon que es trobi afectada. Algunes dels
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signes i simptomes més habituals sén la diarrea, presencia de sang en femtes, dolor
abdominal, urgéncia defecatoria, incontinéncia fecal, incapacitat per defecar tot i la

urgéncia defecatoria, pérdua de pes, cansament, febre entre d’altres [1].

En els casos més greus, la CU pot presentar majors complicacions com serien
I’hemorragia intestinal greu, perforacio del colon, deshidratacio greu, malaltia hepatica,
osteoporosis, inflamacié de la pell, articulacions i ulls, entre d’altres. Una de les

complicacions més conegudes €s I’increment del risc a desenvolupar cancer colorectal.

Tot i que la CU no té cura, el tractament pot reduir en gran mesura els signes i els
simptomes clinics de la malaltia inclds pot provocar la remissio a llarg termini de la

malaltia.

1.4 Etiologia i factors que afecten a la MlI

Actualment, la causa que provoca la malaltia roman desconeguda, no obstant, tot i que en
el passat es sospitava que estava relacionada amb la dieta i 1’estres, actualment se sap que
tot i que aquests factors poden influenciar en la malaltia, no sén els causants de la mateixa.
Es probable que diferents factors, com els factors hereditaris i el fet de que el sistema
immunitari no funcioni adequadament intervinguin en la seva aparicid. Existeix la teoria
de que la preseéncia d’un virus o bacteri sigui el desencadenant de la malaltia. El sistema
immunitari tracta de combatre microorganismes invasors i degut a una resposta
immunitaria anormal pot ser que es provoqui també una resposta envers a les cél-lules del

tub digestiu.

Aixi doncs, tot i no con¢ixer I’origen exacte de la malaltia, existeixen diferents factors de
risc que fan que la probabilitat a desenvolupar una MII sigui major. Aquests poden actuar
diferent segons el tipus de malaltia (MC o CU), no obstant, ambdues malalties afecten

aproximadament el mateix nombre de dones que d’homes.

La MII pot apareixer a qualsevol edat, tot i aixo, és més probable que es presenti durant
la joventut. La majoria de les persones que contrauen la MC o la CU reben el diagnostic
generalment abans dels 30 anys tot i que un nombre no menyspreable de persones podrien
no patir la malaltia fins després dels 60 anys [17]. Encara que la MII pot afectar a
qualsevol grup étnic, les persones caucasiques corren un major risc de patir-la. No
obstant, la incidéncia de la malaltia cada cop és major en persones de raca africana que

viuen a América del Nord i al Regne Unit [18]. També s’ha demostrat que el risc de patir
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una MIl augmenta si tens un parent proper que pateix la malaltia. Doncs una de cada cinc
persones amb MII té un familiar que també pateix aquesta malaltia.

Els factors genétics tenen un paper important amb la identificacio de més de 150 gens
identificats de susceptibilitat a la MII. No obstant aixo, aproximadament dos tercos dels
pacients amb MII no presenten cap defecte genétic identificable, cosa que suggereix que
la microbiota intestinal i els factors ambientals tenen un paper important [19].

Durant la darrera meitat del segle XX hi ha hagut un increment significatiu de la
incidéncia i de la prevalenca de la MII en paisos industrialitzats. A més, aquest increment
en les darreres décades s’ha estés en regions que abans eren considerades de baix risc,
com Asia i I’Europa de 1’Est [20]. Aquest increment arreu del mon es pot explicar en gran
part pels canvis en els factors ambientals produits en aquestes regions. Els factors
ambientals que s’han proposat per tenir un paper important en 1’aparici6 de la MII son el

tabaquisme, la dieta, els farmacs, I’estrées i 1’estil de vida [21,22].

El tabaquisme és un factor que presenta efectes adversos segons el tipus de MIl. Mentre
que en la MC el tabaquisme esta associat a un curs de malaltia més agressiu i a un major
risc de cirurgia intestinal [23,24], en la CU el cessament del tabac sovint provoca la
recaiguda de la malaltia, a més els pacients amb CU fumadors acostumen a presentar
malalties més suaus i una menor probabilitat de cirurgia intestinal [24,25].

Certs estudis han evidenciat que la dieta occidental rica en sucre refinat i baixa en fibra
és un clar factor de risc per a la MIl [26,27]. L’augment del consum de la dieta occidental
es considera un dels motius de la creixent incidéncia de la MII a Asia. Les dades del NHS
sobre 170.776 subjectes van mostrar que la ingesta d'una mitjana de 24,3 g de fibra al dia
redueix el risc de desenvolupar la MC en un 40% dels subjectes. Una analisi posterior va
demostrar que aquest benefici era més elevat en la fibra soluble present en fruites, mentre
que la fibra insoluble de llegums, cereals integrals i cereals no va presentar cap efecte
[28]. Curiosament, en el risc de patir CU, la quantitat i el tipus de fibra no van tenir cap
impacte significatiu [28].

Alguns medicaments disponibles com els anticonceptius, tractaments antiinflamatoris no
esteroides i els antibiotics han estat sovint relacionats amb 1’inici i el curs de la MII. Un
metanalisi amb 14 estudis inclosos i amb un total de 75.815 pacients va mostrar un major
risc de desenvolupar MC amb 1’us d’anticonceptius i un augment menor en els pacients

amb CU [29]. Altres medicaments antiinflamatoris com 1’ibuprofe, el naproxe sodic i el
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diclofenac sodic, entre d’altres, poden actuar causant inflamaci6 en I’intesti empitjorant
la malaltia en aquells pacients ja diagnosticats [30]. Per ultim, els antibidtics, afectant la
microbiota intestinal, poden modular la resposta immune a 1’intesti podent ser un factor

de risc per a la malaltia intestinal.

1.5 Patogenesi de la MII

El tracte gastrointestinal esta exposat constantment a diversos antigens que es troben en
bacteris i aliments. En abséncia d’inflamacio intestinal, I’homeostasi intestinal es manté
suprimint les respostes immunes excessives als antigens estrangers. La Ml és un trastorn
idiopatic que inclou inflamacié cronica i una desregulacié de la resposta inflamatoria
immunologica; per tant, bona part de la investigacio sobre la patogénesi de la MII s’ha
centrat en el sistema immune. Tot i que gran part de la patogenesi de la MII segueix
desconeguda, es coneix que la patogénesi tant de la CU com de la MC implica a factors
genetics, canvis en la microbiota intestinal i cél-lules de resposta immune, incloent a les

cél-lules immunes i les citocines produides [31].

Les cél-lules immunes segreguen productes que participen activament en la iniciacid i en
la preservacio de la inflamacio, provocant danys en el teixit intestinal. En pacients amb
MII, les lesions del colon mostren una infiltracio excessiva de cél-lules immunes

provocant una devastacio dels teixits (Figura 4).

Teixit no inflamat Teixit inflamat

Figura 4. Histologia de la mucosa del colon en pacients amb MC i CU segons I'estat d’inflamacié amb
tincié6 Hematoxilina-eosina (x40) [32].

Entre les diferents cél-lules immunes, les investigacions sobre la patogenesi de la MlI
s’han centrat en I’estudi de les cél-lules T, especialment les cel-lules T helper (Th).

Tradicionalment, es creia que les cel-lules Thl jugaven un paper important en la

10



Amoedo 2020. Signatures bacterianes en la Ml

patogenesi relacionada amb la cronicitat de la inflamacid intestinal, especialment en els
pacients amb MC, i que les cél-lules Th2 tenien un paper important en la CU [33]. No
obstant, recentment s’ha evidenciat el paper critic que presenten en el desenvolupament
de la inflamacid intestinal les cel-lules T Th17, les quals secreten la interleucina (IL) 17,

i les cél-lules T reguladores (Treg) productores de la IL-10 (Figura 5).
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mantenir les condicions a l'intesti. Un desequilibri en les cél-lules immunes condueix a la destruccié de

les cél-lules epitelials intestinals i a la invasié de la microbiota comensal [32].
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Les cel-lules Thl7 i la IL-17 s’han trobat de forma massiva en infiltrats de la mucosa
intestinal inflamada de pacients amb MII [34]. A més, s’ha evidenciat que la inhibicié de
les cél-lules Th1l7 pot disminuir el desenvolupament de la colitis aguda reduint la
inflamacid [35]. La IL-17 és una citocina pro-inflamatoria que activa STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3), que estimula fortament la resposta
inflamatoria. La produccio excessiva de la IL-17 s’ha relacionat amb la progressio de la
MII [36]. Seguint aquesta linia, els nivells de IL-17 es van trobar incrementats en la
mucosa inflamada de pacients amb M, tant de pacients amb MC com amb CU [37]. Per

tant, la IL-17 desenvolupa un paper fonamental en la patogenesi de la MII.

Una altra citocina clau que intervé en la patogénesi de la MII és el factor a de necrosi
tumoral (TNF-a) [38]. EI TNF-a promou I’expressio d’altres citocines pro-inflamatories

com la IL-1, la IL-6 entre d’altres. A més, en pacients amb MC i CU s’ha correlacionat

11
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els nivells de TNF-o en sérum amb la gravetat clinica de la malaltia [39]. Aquest
coneixement ha permés desenvolupar certs farmacs anti-TNF que presenten taxes mes
elevades d’induccio i manteniment de la remissié en pacients amb MII en comparacio

amb altres terapies convencionals [40].

Les cel-lules Treg també s’associen amb la patogénesi de la MII. Aquestes cel-lules
presenten un paper critic en la preservacié de I’homeostasi immune i I’establiment de la
inflamacid en resposta a antigens estrangers de patogens i no contra bacteris comensals.
El funcionament incorrecte d’aquestes cel-lules pot provocar un trastorn inflamatori.
Mutacions en la IL-10, IL produida per les cél-lules Treg, provoquen un funcionament
aberrant de les cél-lules Treg i alhora, una major susceptibilitat a la MII [41]. Certs estudis
en models animals han evidenciat que mentre que la falta de cél-lules Treg fa augmentar
la progressi6 de la CU, I’alliberaci6 de IL-10 pot fer disminuir la progressio de la malaltia
[42]. Aixi doncs, la IL-10 és una citocina immunosupressora que podria tenir valor
terapéutic per al tractament de la MII cronica [43].

La comunicacié de cel-lules T amb microorganismes del tracte gastrointestinal és
essencial per mantenir la immunitat intestinal [44]. El procés de diferenciacié de les
cel-lules Th17 esta determinat per diferents factors, entre els quals destaca la composicio
de la microbiota endogena present a l'intesti [45]. Aixo s’ha evidenciat en models animals,
on en ratolins lliures de gérmens i amb preseéncia d’antibiotic, es redueix

considerablement la diferenciaci6 de les cél-lules Th17 a I’intesti [46,47].

1.6 Maneig clinic de la Malaltia Inflamatoria Intestinal

L’estudi de la MII és un repte constant que presenten els metges que tracten aquest
trastorn ja que s’han de tractar els seglients aspectes: diagnostic, pronostic, avaluacio de
I’activitat i la gravetat de la malaltia, aixi com avaluar I’efecte de la terapia. Per a cadascun
d’aquests aspectes, no hi ha un examen o prova per excel-léncia, sind que cal tenir en
compte la combinacié de simptomes, examens clinics, indexs de laboratori, radiologia i
endoscopia amb histologia per realitzar el diagnostic, avaluar la gravetat i predir
’evoluci6 de la malaltia. Es per aixo, que existeix una recerca constant de marcadors amb
finalitat diagnostica, per avaluar 1’activitat de la malaltia, per a la prediccié de recaiguda

i pel seguiment de la terapia en la MII.

12
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1.6.1 Diagnostic de la Mll

El diagnostic de la MII en adults requereix un examen fisic complet i una revisié de la
historia del pacient. El seu diagnostic ha ser precog i precis ja que €s important per al curs
de la malaltia, guiant en el maneig del pacient i en les decisions terapéutiques. Existeixen
diferents trastorns intestinals que poden cursar amb simptomatologia compatible amb la
MII i és per aix0 que, a més de basar-se en aspectes clinics, es requereixen diverses
proves, incloent-hi proves de sang, examen de femta, endoscopia, biopsies i estudis

d’imatge per tal d’excloure altres causes i confirmar el diagnostic de la MII.

El procés de diagnostic inicial ha d'incloure una historia clinica completa, una exploracio
fisica, una analitica general i una demostracié morfologica de la presencia de lesions
compatibles, a més de [I’exclusi6 d’altres malalties que puguin presentar

simptomatologies semblants com les malalties infeccioses.

Proves d’imatge en el diagnostic de la MII

Com a eina diagnostica, les técniques d’imatge son primordials 1 necessaries per establir
el diagnostic perqué permeten visualitzar de forma directe la mucosa intestinal i obtenir
mostres de biopsia. Entre aquestes eines destaquen la ecografia, que en alguns casos
resulta necessaria per a determinar la ubicacid del procés inflamatori i descartar altres
malalties amb simptomatologia semblant, la radiografia abdominal, la tomografia
computada i la ressonancia magnetica que son de gran utilitat per diagnosticar
complicacions com la estenosis i les fistules a més de determinar la localitzaci6 afectada,
i, per ultim, les proves endoscopiques com la gastroscopia i la colonoscopia. L'endoscopia

té un paper fonamental en el diagnostic, perd també en el maneig i tractament de la MII.

En pacients amb presentacions cliniques que suggereixen un diagnostic de MII,
I’avaluacio inicial ha d’incloure una colonoscopia fins al ili terminal. La colonoscopia
amb ileoscopia permet tant la visualitzacié directa del colon i de I’ili terminal, com
realitzar biopsies necessaries [48]. En la MC, que pot afectar tant el colon com I’ili de
manera discontinua, s’observen petites ulceracions superficials aftoides (Figura 6). En
malalties més greus, la malaltia s’extén transmuralment amb afectacions que poden
arribar fins a la capa serosa, i les ulceracions mucoses es fusionen per formar ulceracions
longitudinals més profundes. En aquests casos es pot observar un engrossiment de la paret
intestinal i en conseqlencia, un estrenyiment del lumen intestinal. Les manifestacions

extramurals en la MC donen lloc a fistules, abscessos, adhesions entre d’altres.

13



Introduccio

En la CU, que afecta exclusivament el colon, I’afectacio s’extén de manera distal a

proximal de forma continuada. En la CU es poden observar petites erosions superficials,

mentre que en les malalties més greus la mucosa es pot engrossir a causa d’una infiltracio

4 Malaltia d
¢ Crohn \
o4 : ’
) 5 3 d

de cel-lules a la lamina propia [49].

e
—

Figura 6. Normalitat i lesions presents en la CU i la MC.

Una de les metodologies que recentment esta a 1’al¢a és 1’endoscopia per capsula. La
capsula és una eina que ha demostrat ser valuosa per avaluar la mucosa de 1’intesti prim,
regié dificilment accessible mitjancant 1’endoscopia convencional. Si les proves
convencionals d’imatge donen negatiu, la capsula és una bona metodologia per a pacients
que presenten indicadors de malaltia organica com dolor abdominal inexplicat juntament
amb algun altre simptoma (per exemple, pérdua de pes, anémia) o un historial familiar
relacionat amb la MII. Aixi doncs, aquesta metodologia permet o bé confirmar un
diagnostic negatiu o bé descobrir evidéncies préviament no detectades per altres

metodologies d’inflamacié i MII [50].

Marcadors pel diagnostic de la Ml

Existeixen certs biomarcadors inflamatoris que poden ser Utils per determinar la preséncia
d’inflamaci6 sistémica, perd que no poden assegurar el diagnostic de la MIl. Els
principals marcadors que trobem que poden ajudar al diagnostic de la MI1 sén la proteina
C reactiva (CRP) i la Calprotectina fecal (CF).

La Proteina C Reactiva és una de les proteines de la fase aguda més importants en els
humans [51]. Es una proteina pentamérica, formada per cinc mondmers que en
circumstancies normals és produida per hepatocits en quantitats baixes (<1 mg/l). Tot i
aixo, després d’episodis inflamatoris, els hepatocits augmenten rapidament la produccio
de CRP sota la influéncia de la IL- 6, el factor a necrosi tumoral (TNF- o) i IL-1b podent

arribar a assolir nivells maxims en sérum d’entre 350 i 400 mg/l [52]. En casos

14
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d’inflamacions lleus o infeccions viriques els nivells de CRP es troben entre 10 i 40 mg/I
i una inflamaci6 activa intensa o una infecci6 bacteriana generalment genera uns nivells
de CRP d’entre 50-200 mg/I. Els nivells més elevats (> 250 mg/l) generalment els trobem

en condicions greus [53,54].

La CRP té una vida mitjana curta, d’unes 19 hores, en comparaci6é amb altres proteines
de fase aguda i, per tant, aquesta augmenta abans de [’aparici6 de la inflamaci6 i
disminueix rapidament despreés de la resolucid de la inflamacio [55]. Tot i que la CRP es
troba augmentada en la majoria de les malalties inflamatories, inclosa la MlII, hi ha una
heterogeneitat notable en la resposta de la CRP entre la MC i la CU. Mentre que la MC
esta associada a uns nivells elevats de CRP, la CU presenta un augment de la CRP poc
significatiu o inclus absent [56,57]. No obstant, la CRP pot ser util en CU com a marcador
de resposta als esteroides en els brots greus de CU. A més, tot i que la CRP és un bon test
per detectar una inflamacio sistémica, no és prou sensible ni especific per a ser utilitzat

sol en la MII.

La calprotectina fecal és una proteina petita d’unio al calci descobert per primera vegada
el 1980. Aquesta proteina que pot tenir propietats antimicrobianes representa el 60% del
contingut proteic del citosol present en neutrofils [58], no obstant, també s'ha detectat en
monocits i macrofags, encara que a concentracions inferiors. En estats inflamatoris, els
neutrofils polimorfonuclears migren cap a la mucosa intestinal afectada des de la
circulacié i alla alliberen al lumen quantitats elevades de Calprotectina que s’acaba
excretant amb les femtes on es pot detectar de manera no invasiva [59]. La concentracio
de calprotectina en els excrements s’ha demostrat que es correlaciona bé amb 1’activitat
inflamatoria i per tant, presenta bones propietats per ser utilitzat com a marcador per al
diagnostic de la MI1. A més, la CF en les femtes, es troba distribuida de forma homogénia
i és estable fins a 7 dies a temperatura ambient caracteristiques que li donen més valor a

aquest marcador [60].

No obstant aix0, la CF no és especifica de la MII i pot ser elevada en altres afeccions
gastrointestinals. També s’ha observat que la CF pot presentar una variacio considerable
del dia a dia en les concentracions de CF entre els individus, tot i que els estudis han estat
contradictoris. A mes, les concentracions de calprotectina fecal poden variar amb I'edat
[61].
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Diagnostic diferencial entre la MCila CU

A la practica, també és important realitzar el diagnostic diferencial entre ambdds subtipus
principals de MII, la MC i la CU. Per fer-ho, s’utilitzen certes diferencies cliniques,
endoscopiques i histologiques (Taula 2). A més, recentment s'ha proposat que el patrd
d'anticossos ASCA (habitualment positius en la MC) i ANCA (habitualment positius en
la CU) podrien esdevenir un bon métodes per discriminar entre ambdues entitats [62]. No
obstant, altres autors suggereixen que la seva utilitat en la practica clinica és molt limitada
[63,64].

Taula 2. Criteris diferencials entre la Malaltia de Crohn i la Colitis ulcerosa.

Malaltia de Crohn

Colitis Ulcerosa

Clinica

Rectorragies
Massa abdominal
Dolor abdominal
Pérdua de pes
Febre

Fistules
Abscessos
Malaltia Perianal

Estenosis intestinal

Comuns
Frequent
Frequent
Frequent
Frequent
Comuns
Comuns
Comu

Frequent

Sempre
Poc freqlient
Poc freqient
Poc freqlient
Poc freqlient

Rares
Rars
Rara

Poc freqient

Endoscopia

Superficie mucosa
Ulceres

Ulceres aftoses
Afeccio rectal

Distribuci6 lesions

Normal o nodular
Quasi sempre
Frequents
25-50 % casos

Discontinua (>90%)

Granular
Només en greus
Estrany
95 % casos

Continua (90 %)

Estenosi Frequent Poc freqliient
Pseudopolips Poc freqlients Frequents
Ili afectat Frequent <10 %
Histologia

Granulomes Freqlent Estrany
Inflamacio6 discontinua Freqgient Estrany
Deplecié de mucina Poc frequent Frequent
Distorsio discontinua de les criptes Estrany Frequent
Canvis neuronals Frequent Estrany

16



Amoedo 2020. Signatures bacterianes en la Ml

1.6.2 Monitoratge de l’'activitat en la Ml|

Els pacients diagnosticats de MII alternen periodes d’activitat amb d’altres de remissio,
€s per aixo0, que és molt important realitzar un seguiment exhaustiu i continu de ’activitat
de la malaltia. Un correcte seguiment de 1’estat d’activitat de la malaltia és indispensable

per tal de poder adaptar eficagment la pauta terapeutica.

Al llarg dels anys, s’han desenvolupat diversos sistemes de classificacid 1 puntuacio de
’activitat en la MII amb l'objectiu d'ajudar a definir més eficientment I'estat de la malaltia
i l'eficacia de la terapia. Actualment, existeixen diferents metodologies per definir
I’activitat o la remissi6 inflamatoria en pacients amb MII, entre elles hi destaquen els

parametres clinics, els parametres endoscopics i els parametres biologics.

Parametres clinics

El maneig tradicional de I’activitat en la MII ha estat estretament relacionat amb el
seguiment dels simptomes clinics presents en els pacients complementat amb les eines
d’avaluacio endoscopica. L’avaluaci6é de I’activitat en la MC i la CU no resulta facil,
principalment, per a I’heterogeneitat presentada per ambdues malalties i pel fet de
presentar episodis d’activitat i de remissid. Aix0 ha portat a desenvolupar diferents indexs
clinics d’activitat, que basant-Se en variables concretes i objectives, permeten establir la

gravetat del brot 1 avaluar 1’eficacia dels tractaments.

En la MC, I’index d’activitat de malaltia de Crohn o CDAI (Crohn’s Disease activity
index) és I’eina meés utilitzada per avaluar la resposta al tractament en els assajos clinics
[65]. Tot i ser un bon index, el seu calcul és complex i inclou vuit items, entre els quals
hi ha I’hematocrit 1 un examen fisic extens, €s per aixo que rarament €s usat en practiques
cliniques habituals. A més, la variabilitat entre observadors és elevada fins i tot entre

metges experimentats.

L’index de Harvey-Bradshaw (IHB) és més senzill d’utilitzar que I’index anterior, ja que
és més curt i facilita la recollida de les dades, a més, s'ha demostrat que les puntuacions
d'aquest index es relacionen estretament amb les puntuacions del CDAI L’IHB té cinc
variables (inclos el benestar general, la gravetat del dolor abdominal, el nombre de femtes
liquides, la preseéncia de massa abdominal i la preseéncia d’altres complicacions). La
remissio en aquest index esta definida amb una puntuaci6 inferior o igual a 4 punts (Taula
3).
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Taula 3. index de Harvey-Bradshaw per la MC.

Simptomes Gravetat Puntuacio

o

Bé
Regular
1. Estat general Malament
Molt malament

Extremadament malament

Cap dolor

Una mica de dolor
2. Dolor abdominal
Dolor moderat

w N B O W N P

Molt de dolor

3. Deposicions diarreiques N° de deposicions al dia

No

Massa dubtosa
4. Massa abdominal
Massa definida

w N B O

Massa definida amb sensibilitat

Artralgies
Uveitis
Eritema
5. Complicacions
Piodérmia
Ulceres

Abscessos

TOTAL PUNTUACIO

En la CU, existeixen 17 indexs clinics que avaluen els simptomes dels pacients, vuit dels
quals ho fan independentment de la puntuacié endoscopica o dels marcadors bioquimics.
Un dels més utilitzats, tant a la practica clinica com en assajos clinics és 1’index de Mayo
parcial (IMP), que inclou com als dos Gnics simptomes avaluats, la frequéncia del transit
intestinal 1 el sagnat rectal. Un avantatge important d’aquest index, ha sigut la
incorporacio de les troballes endoscopiques en la valoracio, essent de gran utilitat per
avaluar amb major objectivitat la resposta als tractaments farmacologics (Taula 4). La

remissio d’aquest index es troba definida amb una puntuacio igual o inferior a dos punts.
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Taula 4. Index clinic de Mayo per la CU.

Simptomes Gravetat Puntuacio

o

Normal
1-2 deposicid/dia més de I'habitual
1. Frequiéncia defecatoria
3-4 deposicio/dia més de I'habitual

> 4 deposicid/dia més de I'habitual

Cap
Fils hematics en algunes deposicions
2. Hemorragia rectal
Sagnat visible en la majoria de les deposicions

Sagnat sense femtes

Normal

3. Aparenca endoscopica de Malaltia fleu
lamucosa Malaltia moderada

Malaltia greu

Normal

Lleu
4. Valoracié medica
Moderada

w N PO W N P O W N P Ol W N PP

Greu

No obstant, aquests indexs clinics es basen en la simptomatologia del pacient essent uns
criteris subjectius, i per tant, presenten una baixa correlacié amb la inflamacié de la
mucosa [66,67]. Per resoldre aquest problema s’han proposat, a part de la realitzacio de
proves d’imatge com la colonoscopia, diferents biomarcadors no invasius com a

marcadors potencials de I’activitat en la MII.

Parametres endoscopics

En la MlI, la curacio de la mucosa és el principal objectiu quan es valora endoscopicament
I’activitat de la malaltia. Aquesta curacid, hauria d’implicar 1’abséncia d’ulceracions i
erosions. No obstant aixo, actualment no hi ha una definicié validada de curacio de la

mucosa en la M.

La colonoscopia es considera el “gold Standard” per avaluar la curacié de la mucosa
intestinal d’aquests pacients. S'han utilitzat nombrosos indexs endoscopics tant per la MC

com per la CU en assajos clinics.

En la MC, s’han elaborat indexs endoscopics validats per a 1’avaluacio de 1’activitat
endoscopica. L’Index de severitat de la malaltia de Crohn (CDEIS) és I’eina més

utilitzada en assaigs clinics, mentre que la puntuacié endoscopica simple de la malaltia
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de Crohn (SES-CD) és una versid lleugerament simplificada del mateix index. EI CDEIS
examina quatre variables endoscopiques (preséncia d’ulceracié profunda, ulceracid
superficial, longitud de la mucosa ulcerada i longitud de la mucosa afectada) en cadascuna
de les ubicacions seguents: recte, colon sigmoide i esquerre, colon transvers, colon dret i
ili. Tot i que el CDEIS és un index reproduible i validat, és complex i requereix més de
30 entrades per assolir la puntuacio final. EI SES-CD es correlaciona bé amb el CDEIS,
pero és menys complex. Les caracteristiques endoscopiques (mida de 1’tlcera, extensio
de les superficies ulcerades, extensié de superficies amb qualsevol altra lesio i estenosi)
es puntuen de 0 a 3 en funcié de la gravetat o ’extensio en cadascuna de les cinc
localitzacions colorectals avaluades pel CDEIS (Taula 5). La remissié endoscopica es
defineix amb un SES-CD < 2 punts.

Taula 5. index SES-CD per a la MC.

Variable 0 1 2 3
Mida ulcera No 0,1-0,5cm 0,5-2cm >2cm
Superficie ulcerada No <10% 10-30% > 30 %
Superficie afectada Cap <50 % 50-75% >75%
Estenosis No Unica amb pas Mltiple Infranquejable

franquejable

SES-CD total (rang 0-60) = suma de les puntuacions del ili, colon dret, transvers, esquerre i recte per cada
variable (0 — 15 punts per cada segment)

En la CU, els indexs més utilitzats sén I’index Endoscopic de Severitat de la Colitis
Ulcerosa (UCEIS) i I’index endoscopic de Mayo (IEM) [68]. L’index UCEIS és 1’unic
index endoscopic validat per la CU. Aquest index és senzill d’utilitzar en la practica
clinica, ja que només cal que 1I’endoscopista classifiqui el patr6 vascular, el sagnat i les
erosions o ulceracions presents. Mentre que aquest index redueix la variacié entre
endoscopistes 1 permet unificar la manera de descriure 1’activitat de la CU, ’'UCEIS no
descriu I’extensio6 de la malaltia i no discrimina entre activitat lleu, moderada o greu [69].
L’index IEM tot i no estar validat formalment, ha estat I’estandard per a avaluar I’activitat
de la malaltia en assajos clinics en adults. L’index complementa I’'IMP afegint la
avaluacio de la endoscopia i avalua quatre components, cadascun amb un maxim de
puntuaci6 de 3. L’objectiu de la remissio és un IEM < 1. Aquest punt de tall s’associa

amb una taxa de colectomia més baixa [70].
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Tot 1 I’alta capacitat de la colonoscopia, aquest metode no és adequat pel seguiment
regular de la malaltia degut al seu caracter invasiu, als costos que implica i a la baixa
acceptacio existent per part del pacient [67,68,71]. L’accessibilitat a nous marcadors no
invasius que presentin bona correlaciéo amb I’activitat clinica, endoscopica i histologica
¢s de maxima rellevancia en la practica clinica habitual per tal d’evitar la realitzacio

repetida de processos invasius.

Marcadors en l'activitat de la MlI

En les ultimes deécades, els estudis per cercar marcadors biologics en la MIl han
incrementat. Aixo és degut principalment per la necessitat de trobar una mesura objectiva
de l’activitat de la malaltia, degut a que sovint la simptomatologia és subjectiva, i una
mesura que eviti procediments invasius (endoscopics) que sovint sén una carrega per al

pacient i pels hospitals.

El marcador ideal per la MII ha de tenir moltes qualitats entre les que destaquen el facil
us, larapidesa i la reproductibilitat, entre d’altres (Taula 6). A més, hauria de ser especific
per a la malaltia, detectant 1’activitat de la malaltia i supervisant 1’efecte del tractament

[72].

Taula 6. Qualitats del marcador ideal per monitoritzar I'activitat de la MIl.

Realitzacié del test Qualitats

Simple Especific per malaltia

Facil de realitzar Capag de mesurar objectivament I'activitat de la

malaltia
No invasiu Capag de predir el curs de la malaltia
Barat Capag de monitoritzar I'efecte dels tractaments

Tenir un valor pronostic per avaluar la morbiditat i

Rapid i
P la mortalitat

Reproduible entre laboratoris i entre individus

Tot 1 que I’existéncia d’un marcador ideal per a la MII facilitaria molt la tasca del
gastroenteroleg o cirurgia que tractés aquests pacients, actualment cap marcador per si
sol ha demostrat posseir totes les qualitats enumerades anteriorment. No obstant, s’han

identificat alguns marcadors interessants com serien la CRP i la CF.

La concentracio de la CRP és correlaciona débilment amb I’activitat endoscopica en
pacients amb MC i CU, on pacients en estat actiu poden presentar nivells normals de CRP
i pacients en remissié poden tenir nivells elevats de CRP [73-75]. Tot i aix0, alguns

21



Introduccio

estudis han relacionat la reducci6 dels nivells de CRP amb la resposta al tractament en
aquests pacients [76]. Aixi doncs, 1’us de la CRP en la practica clinica com a marcador

de rutina per determinar 1’activitat de la MII és poc Util en algunes situacions.

La lactoferrina és una glicoproteina que conté ferro i és secretada per la majoria de les
membranes mucoses. Es el component principal dels granuls polimorfonuclears
secundaris presents en els leucocits, que son les cel-lules principals de la resposta
inflamatoria aguda. Quan hi ha inflamacié a I’intesti, els leucocits envaeixen la mucosa,
la qual cosa produecix un augment en 1’excrecio de lactoferrina en les femtes [77,78].
Diversos autors han demostrat que les concentracions de lactoferrina son
significativament més elevades en pacients amb MII en estat actiu en comparacié amb

aquells pacients en fase de remissi6 [78,79].

Avui en dia, el biomarcador més utilitzat en la practica clinica és la CF. La CF a meés
d’utilitzar-1a en el diagnostic de la MII també presenta una bona correlacié amb I’activitat
de la malaltia i, a més, pot ser un predictor Gtil per a la prediccié de recaiguda o de la
resposta a la terapia en la MIl. La CF s’ha utilitzat com a marcador de seguiment en
pacients diagnosticats de MII. Segons els assajos recents, la sensibilitat de la CF per
detectar I’activitat de la mucosa oscil-la entre el 70% i el 100% i I’especificitat oscil-la

entre el 44% i el 100%, depenent el punt de tall utilitzat [80].

Tot i els seu Us generalitzat i els bons resultats que ofereix, la CF requereix d’un punt de
tall predeterminat per al seguiment de l'activitat de la MIl que no esta ben consolidat.
Aixo0 és degut a la gran variabilitat derivada de la diversitat de dissenys emprats en els
diferents estudis, especialment pel que fa a la definicio de la remissio i al punt de tall
utilitzat [81,82]

Per tant, la recerca de nous marcadors no invasius per al seguiment de I’activitat de la

malaltia amb una precisié més elevada que la CRP, la lactoferrina i la CF continua.

1.6.3 Tractament en la Ml

La MII no presenta cura, a banda de la proctocolectomia total en la CU, i es per aix0 que
els tractaments actuals es centren en la induccid i el manteniment de la remissio clinica
de la malaltia [83]. A més dels simptomes clinics, la curacié de la mucosa intestinal es
considera I’objectiu essencial de la terapia en la MII. La cicatritzaci6é de la mucosa esta
associada a una reduccio de les hospitalitzacions, de la necessitat de cirurgies i a una

menor taxa de complicacions de la malaltia [84,85].
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L’eleccid de la terapia farmacologica es basa en la localitzacié de la malaltia i en la
gravetat d’aquesta, aixi com en les manifestacions intestinals i extraintestinals. Quan la
terapia escollida no aconsegueix una induccié de la remissié dels simptomes en un
periode d’assaig raonable, el metge sovint es planteja un altre enfocament terapeutic fins

a controlar els simptomes i es pugui iniciar la terapia de manteniment.

El medicament ideal ha de ser eficag, segur, senzill d’administrar i assequible. També ha
de tenir pocs efectes secundaris. Pero el cert és que no hi ha una terapia ideal per al global

de la MII, i es necessari adaptar el tractament a les necessitats de cada persona.

Actualment, hi ha cinc categories basiques de medicaments utilitzats en el tractament de
la MII que s’utilitzen en funci6 del estat de la malaltia, de la severitat de la mateixa i de

la resposta als tractaments (Figura 7).

Severitat de Resposta a
la malaltia la terapia
/\ Refractari
C\rurgla
Biologics

Immunomoduladors
Corticoesteroides
orals
Corticoesteroides topics .

Antibiotics Sensible
Aminosalicilats

Figura 7. Terapia farmacologica en la MIl segons la severitat de la malaltia i la resposta a la terapia.

Aixi doncs, els grups principals de tractament per a la M1l son: els aminosalicilats, els
corticoides, els immunomoduladors, els antibiotics i els agents biologics. Els principals

farmacs dins de cada tipologia de terapia els trobem esmentats en la taula 7.

Taula 7. Principals farmacs utilitzats per a tractar pacients amb la MIl segons la tipologia de terapia

utilitzada.
Tipologia de terapia Farmac
Aminosalicilats Mesalazina i Sulfasalazina
Corticoesteroides Prednisona, Budesonida i Prednisolona
Immunomoduladors Azatioprina, Ciclosporina i Metotrexat
Antibiodtics Ciprofloxacina i Metronidazole
Agents biologics Adalimumab, Infliximab i Vedolizumab, entre d’altres.
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Aminosalicilats

Els aminosalicilats son un dels compostos més utilitzats per a la CU que contenen acid 5-
aminosalicilic (5-ASA). La Mesalazina i la Sulfasalazina sén els farmacs més utilitzats.
Aquests medicaments, que es poden administrar per via oral o per via rectal, presenten
efectes antiinflamatoris maltiples, incloent la inhibicio de la ciclooxigenasa, la
lipoxigenasa, els limfocits B i diverses citocines inflamatories. Aixi doncs, son eficacos
per tractar episodis lleus i moderats principalment en pacients amb CU, a més de prevenir
les recaigudes i mantenir la remissio [86]. Per contra, la sulfasalazina presenta efectes
secundaris en fins a un 40% dels pacients causant nausees, mal de cap, malestar en

I’estomac o fatiga.

Malauradament, els 5-ASA tenen poca eficacia en pacients amb MC i no s’han observat

efectes clinics en aquests pacients ni en fase activa ni en fase de remissio [87,88].

Corticoesteroides

Els corticosteroides son antiinflamatoris potents i d’acci6 rapida que s’utilitzen en fases
de brot o empitjorament de la malaltia [89]. Els corticoesteroides més utilitzats son la
prednisona i la prednisolona. Aquests, es poden utilitzar per via intravenosa, en els brots

greus, i també per via oral.

La majoria dels pacients noten una millora dels simptomes als dies posteriors a I’inici
dels corticoides. A més de la seva accid antiinflamatoria, els corticoides també so6n
immunosupressors. Aixo significa que disminueixen I’activitat del sistema immunitari

incrementant la probabilitat de patir infeccions.

Els corticoesteroides no son eficacos en la prevencio dels brots de la malaltia, i és per
aix0 gque no es recomanen com a terapia de manteniment en la MI1 i només es recomanen
per a Us, a curt termini i en dosis baixes, per establir la remissié del pacient [90]. Aquesta
tipologia de tractament poden presentar diversos efectes secundaris que variaran en
funcié de la durada del tractament. Mentre que pacients que es tracten durant un curt
termini poden presentar efectes lleus com augment de pes, retencio6 de liquids, acné entre
d’altres, els pacients amb tractaments de llarga durada poden presentar efectes més nocius
com fragilitat en la pell, dolors musculars i en les articulacions, canvis en la distribucio

del greix en el cos, entre d’altres [91].
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Immunomoduladors

Els farmacs immunomoduladors debiliten i modulen 1’activitat del sistema immunitari
disminuint la resposta inflamatoria. Aquests medicaments es recomanen principalment a
aquells pacients diagnosticats de MC o CU que no responen als aminosalicilats i als
corticoides o que presenten efectes secundaris a aquests ltims o aquells pacients als qual

se’ls vol mantenir I’estat de remissio [92].

Per tal d’accelerar la resposta durant els brots actius de la malaltia, els farmacs
immunomoduladors es poden combinar amb corticoides, no obstant, es requereixen dosis
més baixes dels segons per tal de minimitzar els seus efectes secundaris. Aquest
procediment permet retirar abans els corticoides eliminant els possibles efectes que
aquests puguin tenir sobre el pacient. L azatioprina i la mercaptopurina sén els farmacs
immunomoduladors més segurs, no obstant, presenten efectes secundaris com molésties
gastrointestinals, nausees, vomits i cansament. Per controlar la possible aparicio d’efectes
secundaris, els pacients s’han d’anar realitzant analisis de sang durant el tractament.
Altres farmacs semblants dintre dels immunomoduladors serien la ciclosporina i el

tacrolimus per la CU i el metrotrexat per la MC [93].

Els dos primers farmacs s’utilitzen generalment per evitar el rebuig d’un transplantament
d’organs, no obstant, han demostrat la seva eficacia per tractar brots de CU que no
responen a corticoides [94,95]. Per altra banda, el metotrexat ha demostrat eficacia per la
remissio en la MC, no obstant, presenta certs efectes secundaris que fan que es necessiti

un constant seguiment del pacient [96].

Antibiotics

Els antibiotics s’utilitzen freqiientment com a enfocament de tractament primari en la
MII, tot i que no s’ha identificat cap agent infeccids especific com la causa d’aquestes
malalties. Tot i aix0, els investigadors creuen que els antibiotics poden ajudar a controlar
els simptomes de la malaltia intestinal reduint els bacteris intestinals i suprimint
directament el sistema immunitari de I’intesti. Dintre dels antibiotics més utilitzats trobem

el metronidazol i la Ciprofloxacina [97,98].

Aquests antibiotics també poden ser efectius com a terapia a llarg termini en algunes
persones amb MII, en particular els pacients amb MC, que cursen amb febre o que
presenten fistules o abscessos recurrents a prop de la regio anal. Tot i que és util en

persones amb MC, els antibiotics generalment no es consideren Utils per a aquelles
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persones amb CU, ja sigui per mantenir la remissio o en situacions agudes [97]. Aixi
doncs, tot i que els antibiotics tenen certa eficacia en la induccio de la remissié en la Mll,
especialment en la MC, el seu Us no és recomanable per les directrius internacionals i

actualment només es recomana en la reservoritis [99].

Anticossos monoclonals (“Bioldgics”)

A finals dels anys noranta van aparéixer al mercat els tractaments biologics. Aquests sén
anticossos monoclonals que interfereixen amb la resposta inflamatoria del cos en la MlI
dirigint-se a components moleculars especifics del procés inflamatori com les citocines,

proteines entre d’altres.

Existeixen diverses classes de biologics per al tractament de la MII. Principalment es
poden dividir en aquells que inclouen inhibidors de citocines com el TNF-a, la IL-12 i la
IL-23 i els anticossos bloquejadors de la integrina [100].

Com s’ha comentat amb anterioritat, la citocina pro-inflamatoria TNF- o presenta un
paper fonamental en el desenvolupament i la progressié de la MII. Els farmacs contra el
TNF-a s’uneixen a aquesta molécula i impedeixen que aquesta citocina s’uneixi als seus
receptors provocant una inhibici6 de la progressio6 d’una cascada inflamatoria
desencadenada pel TNF-a al tracte gastrointestinal [101]. Alguns dels tractaments anti-
TNF-a pel tractament de la MII son I’Infliximab (IFX), que s’administra de manera
intravenosa en 1’hospital, i 1’Adalimumab (ADA) i el Golimumab que s’administren
subcutaniament amb xeringues ja carregades amb la dosi que s’ha d’administrar, fet que

permet al mateix pacient subministrar-se la dosi des de casa.

Unes altres citocines produides pels leucacits i que estan implicades en la inflamacio i la
patogénesi de la MII son la IL-12 i la IL-23 [102]. El tractament biologic anomenat
Ustekinumab és el primer biologic que bloqueja ambdues interleucines impedint la seva
unio al seu receptor IL-12RB1 present a les cél-lules T. Aquesta uni6 es deriva en una

menor migracio i activacio de cel-lules Th17 reduint la inflamacié a I’intesti [102].

El Vedolizumab ¢€s un tractament bloquejador de la integrina 047 altament especific.
Les integrines son proteines transmembrana que permeten que les cél-lules s’adhereixin
al seu entorn i juguin un paper en la senyalitzacio cel-lular. La investigacio ha descobert
tres subunitats d'integrina diferents associades a la migracié dels leucocits al tracte
gastrointestinal: a2p2, a4p1 1 04p7. Els bloquejadors de la integrina han estat dissenyats

especificament per evitar que aquestes tres subunitats s’uneixin als receptors de la
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molécula 1 d’adhesidé de la cél-lula vascular de la mucosa (MAdCAM-1) als vasos
sanguinis del tracte gastrointestinal. D’aquesta manera s’evita la migraci6é de cél-lules

immunes al tracte GI, minimitzant aixi la inflamacio [103].

1.6.4 Cirurgia en la Mll

La terapia medica redueix la inflamacio intestinal i millora els simptomes, pero, malgrat
els avencos terapeutics, aproximadament el 20% dels pacients amb CU i fins a un 80%
dels pacients amb MC necessitaran sotmetre’s a una cirurgia intestinal al llarg de la seva
vida [104,105] [105].

La majoria de pacients amb CU que s’han de realitzar una cirurgia es realitzen una
proctocolectomia total ja que proporciona una cura permanent. Aquest procediment va
associat d’una anastomosi amb bossa ileo-anal i creacid d’un reservori. No obstant, la
principal complicacié que es pot donar a llarg termini amb una freqiiencia d’entre el 10%
i el 55% dels casos és la reservoritis o pouchitis [106]. La colectomia parcial es realitza
poques vegades a causa de I’elevada probabilitat de que la malaltia reapareixi en el colon
restant [107].

A diferencia de la CU, en la MC la cirurgia no és una cura definitiva. Per aix0, la reseccio
intestinal esta indicada per a pacients refractaris a la terapia o intolerants als tractaments
medics. També es realitza a pacients que presentin complicacions greus de la malaltia
com per exemple obstruccid, subobstruccions recurrents, abscessos abdominals,
perforacio, hemorragia greu o, fins i tot, cancer. En el cas de la MC, el procediment
quirdrgic meés comu es la resecci6 ileo-cecal i la reconstruccid primaria, que s’indica en

pacients amb afectacio ili terminal o ileocolonica [107].

Tot i que el procediment quirdrgic permet millorar els simptomes i la qualitat de vida dels
pacients amb MC, la recurréncia de 1’activitat endoscopica al cap d’un any després de la
reseccio ileo-colonica s’observa fins un 80% dels pacients, mentre que la recurrencia

clinica s’observa en prop d’un 20% dels pacients als 2 anys i en un 80% fins als 20 anys
[108,109].

2. LA SINDROME DE L'INTESTIi IRRITABLE

El sindrome de D’intesti irritable (SIl) és una desordre intestinal que es presenta
habitualment en la vida adulta primerenca afectant al voltant del 11% de la poblacid

mundial [110,111]. Tot i la seva alta prevalenca, només una minoria dels pacients amb
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SII (30 — 50%) acaben buscant assisténcia sanitaria, representant el 25% de les visites que
realitza un gastroenteroleg i fins a un 12% de les visites d’un metge d’atencid primaria
[112]. Segons els simptomes clinics, la Sl es pot subdividir en tres subtipus: la SI1 amb
predomini de la diarrea (SII-D), la SIl amb predomini del restrenyiment (S11-C) i una
barreja d’ambdos (SI1-M).

La Sll és un trastorn que abans es pensava que era exclusivament psicosomatic [113], ja
que hi ha simptomes clinics de disfuncio gastrointestinal. Tot i que s’han proposat
diverses hipotesis, I'etiologia i la fisiopatologia de la SII encara s'han de dilucidar. La
influéncia de possibles alteracions en el sistema nervios central i entéric, aixi com la
permeabilitat deteriorada desencadenada per un antigen luminal i els nivells alterats de
neuropéptids i hormones gastrointestinals s’han indicat com a possibles causes o factors
que contribueixen a la malaltia [111,113-117]. A més, la matilitat intestinal anormal,
aixi com factors geneétics, ambientals i fisiologics (per exemple, ansietat, sensibilitat
interpersonal, depressid, hostilitat, etc.) també poden tenir un paper important en el

desenvolupament de la SI1 [113].

Els pacients amb SlI poden presentar dolor i/o molesties abdominals, inflor, flatulencies
excessives i alteracions intestinals [118]. Entre les persones diagnosticades de la SlI la
gravetat dels simptomes varia en un ampli espectre, des de simptomes molt lleus fins a
una total incapacitat [119], experimentant una qualitat de vida alterada en comparacio

amb una poblaci6 sana [120].

2.1 La Sindrome del Intesti Irritable i el seu diagnostic

La SII es troba entre les deu malalties més dificils de diagnosticar on actualment s’estima
que fins a un 45% dels pacients esperen més d’un any a ser diagnosticats i fins a un 17%
triguen més de 5 anys. En la practica clinica diaria s'han utilitzat diversos criteris
diagnostics (Kruis, Mangin, Roma) per distingir els pacients amb Sl dels malalts
intestinals organics, no obstant, els més recents i actualment utilitzats son els criteris de
Roma IV. Segons aquests criteris, desenvolupats per classificar els trastorns
gastrointestinals funcionals, un subjecte pot presentar SIlI si compleix els criteris
esmentats en la taula 8. Aquests criteris diagnostics s’han de complir durant els darrers 3

mesos amb I’inici dels simptomes com a minim 6 mesos abans del diagnostic.

El solapament de la SII amb altres trastorns intestinals funcionals o organics és molt

frequent. Tot i que els criteris de Roma IV sén obligatoris, no son suficients per establir
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el diagnostic de la SII. El procediment a seguir consisteix en la realitzaciéo d’una série
d’exploracions previes amb 1’objectiu de descartar el diagnostic d’altres patologies amb
simptomatologia semblant per tal de reforcar el diagnostic de la SIl. En primer lloc,
trobem les proves basiques de laboratori que inclouen I’hemograma, I’analisi de la
proteina C-reactiva i la calprotectina fecal com a indicadors d’inflamacio, el perfil de la
tiroides, les proves serologiques per la celiaquia, I’analisi microbiologica de les femtes
(bacteris i parasits), la prova de deteccidé de sang oculta en femta, entre d’altres. La
calprotectina fecal és un dels parametres més utilitzats per diferenciar trastorns

funcionals, com la S1l, de malalties intestinals inflamatories com és el cas de la M1 [121].
Taula 8. Criteris de Roma IV per la Sindrome de I'Intesti Irritable.

Criteris de Roma IV

Dolor abdominal recurrent (2 1 dia per setmana de mitjana en els previs 3 mesos).

Dolor abdominal associat amb minim dos dels segients tres simptomes:
- Dolor que millora amb la defecacio.
- Dolor associat a un canvi en la frequéncia de les deposicions.

- Dolor associat a un canvi en la composicio de la femta.

Quan les proves de laboratori son normals, la calprotectina fecal és incerta i el pacient
continua amb la simptomatologia, es realitzen proves complementaries, com la
colonoscopia, per tal de descartar la MIl. Tot i el bon rendiment obtingut per les proves
endoscopiques, aquestes no deixen de ser invasives i per tant comporten cert risc pel
pacient. Aquests procediments costosos i invasius no es fan de forma rutinaria i,

principalment, no donen una resposta concisa per diagnosticar el pacient.

Aixi doncs, la cerca d’una marcador que sigui capa¢ de diagnosticar la SII de forma
especifica permetria alleujar la incertesa i millorar la qualitat de vida del pacient, evitar
efectes adversos de medicaments o tractaments innecessaris i estalviar eines
diagnostiques, preservar els limitats recursos sanitaris i iniciar el tractament més adequat

pel pacient el més aviat possible.

El camp emergent de la investigacid sobre 1’estudi de signatures bacterianes basades en
I’estudi de la microbiota, obre noves vies per al desenvolupament de nous biomarcadors
pel diagnostic de la Sll. Els biomarcadors basats en microbiotes poden arribar a ser Utils
en el diagnostic diferencial, aixi com en el seguiment i pronostic de la MII. Tot i aixo, el

camp actual necessita un desenvolupament més extens des del punt de vista clinic.
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3. LA MICROBIOTA INTESTINAL

3.1 Composicio de la microbiota intestinal

El microbioma huma és el conjunt de tota la microbiota que resideix sobre els humans o
als seus organs i biofluids. Aquests microorganismes inclouen bacteris, arqueus, virus i
eucariotes unicel-lulars com fongs i llevats que poden ser comensals, simbiotics i
patogens. Es calcula que la microbiota humana conté uns 3.8 x 10 microorganismes
residents essent 10 vegades més gran que el nombre de cél-lules humanes presents en el
nostre cos [122]. El tracte gastrointestinal és 1’0rgan amb més diversitat d’espécies i més

colonitzat, amb més del 70% dels microorganismes presents en tot el cos huma [123].

La microbiota digestiva es distribueix al llarg de tot el tracte digestiu, des de la boca fins
al recte, no obstant, la densitat i lacomposicié de la microbiota varia segons la localitzacio
anatomica (Figura 8). Encara que I’intesti prim i el colon son els organs amb més densitat
de cel-lules bacterianes, la composicié de la microbiota varia significativament entre
aquests organs degut a les diferents condicions que s’hi troben a nivell de pH, potencial
redox, disponibilitat de nutrients i d’aigua, contingut en sal, competéncia microbiana,
entre d’altres. Mentre que en 1’estdmac i en el tracte superior s’observa una menor
quantitat de bacteris, la quantitat augmenta gradualment des del jeju fins al colon, essent
aquest ltim 1’drgan on la densitat de cél-lules bacterianes és més alta, estimada entre 10
i 10%2 cél-lules per mil-lilitre, fent del colon huma un dels habitats microbians més

densament poblats de la Terra [124].
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Figura 8. Composicio i concentracions luminals d’espécies microbianes dominants en diverses regions
del tracte gastrointestinal.

Les noves tecnologies de sequenciacid, juntament amb el desenvolupament de la

bioinformatica han permeés descriure ampliament les comunitats microbianes que habiten
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el tracte intestinal huma. La major part de la microbiota intestinal esta composta per
anaerobis estrictes. S’ha vist que hi ha més de 50 fila bacterians que colonitzen el tracte
gastrointestinal [125]. Tot i aixo0, la majoria d’especies que es troben en el tracte digestiu
pertanyen al filum Bacteroidetes que sén gram negatius (majoritariament espécies del
génere Bacteroides o Prevotella), i al filum Firmicutes que sén majoritariament gram
positius (principalment espécies del génere Clostridium i Lactobacillus) [126]. Altres
filums com Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria i
Cianobacteria estan presents en unes proporcions menors. Els fongs i els arqueus
representen menys de 1’1% del total de la microbiota intestinal [127] (Figura 9).
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Figura 9. Composicio a nivell de filums segons diferents parts del cos.

A més de trobar diferéncies al llarg de les regions longitudinals del tracte digestiu, també
se’n poden trobar en la composicid microbiana entre el lumen i el revestiment intestinal.
Aixo0 es deu principalment a la distribucid del moc associat al teixit epitelial i al gradient
d’oxigen que s’hi troba. Mentre que en individus sans la superficie epitelial i la capa de
mucina interna presenten una baixa colonitzacid, la capa de mucina externa conté
colonitzadors especialitzats com Akkermansia muciniphila. En la fase lumen intestinal
s’observa la comunitat microbiana més variable i les particules de substrat del lumen

intestinal son riques en colonitzadors especialitzats com Ruminococcus spp.
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3.2 Evolucio de la microbiota intestinal

La composicio de la microbiota de I’intesti huma canvia amb 1’edat, essent diferent des
de la infancia fins a la vellesa [128,129]. Mentre que els nadons tenen una microbiota
intestinal que exerceix funcions especifiques per a la biologia del nadd, com per exemple,
I’entrenament del sistema immunitari o efectes en la nutricio de 1’hoste, quan envellim la
microbiota intestinal guanya diversitat i desenvolupa noves funcions fisiologiques per tal

de complir els requisits dels adults, com ara I’extraccio d’energia dels aliments [130].

......

naixement i també per la microbiota intestinal present en la mare [131-135]. La modalitat
de part és un dels factors que influeix en la composici6 inicial de la microbiota en els
nadons. Els nadons que neixen per part natural, adquireixen bacteris que s’assemblen a la
microbiota vaginal de la mare, mentre que els nadons nascuts per cesaria adquireixen
comunitats bacterianes similars a les que es troben en la superficie de la pell de les mares
[132].

El tracte intestinal dels nadons es colonitza poques hores després del naixement [136],
essent els bacteris anaerobis facultatius (és a dir, enterobacteriacies, estreptococs i
estafilococs) els primers colonitzadors. Amb el pas del temps, la concentracié d’oxigen
disminueix en el colon, fet que permet que s’instal-lin a I’intesti els bacteris estrictament
anaerobis [137]. La microbiota intestinal dels lactants oscil-la fins que s’introdueix un
aliment solid a la seva dieta. Mentre que els nadons tenen una microbiota enriquida en
Bifidobacteris, la introduccié d’aliments solids provoca un canvi cap a una comunitat
bacteriana dominada per Firmicutes i Bacteroidetes, que s’assembla més a la microbiota
observada en adults [138]. Aquesta microbiota de tipus adult és capac de metabolitzar els
polisacarids complexos i proporcionar beneficis a ’hoste [139]. L’alta plasticitat de la
microbiota intestinal li permet canviar i adaptar-se en resposta a factors ambientals i
endogens. Les persones grans canvien la seva dieta i el seu estil de vida (és a dir,
alteracions del gust i I’olfacte, canvis en la motilitat intestinal i la masticacio), fet que pot
provocar alteracions que resultin en una dieta desequilibrada a nivells de nutrients [140].
Aquestes modificacions juntament amb la immunosenescencia, afecten tant a I’estructura
filogenetica com a la funcional de la microbiota intestinal, afavorint 1’augment de
patobionts com Enterobacteriaceae i la reduccié de grups immunomoduladors com
Clostridis del cluster IV i X1Va, i Bifidobacterium [141].
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3.3 Funcions de la microbiota intestinal

L’aparici6 de técniques com ara la hibridacio fluorescent in situ (FISH), la reaccio en
cadena de la polimerasa quantitativa (QPCR) i la pirosequenciacio del acid ribonucleic
ribosomic (ARNr) 16S han ajudat molt a estudiar els mecanismes que intervenen en la
relacio simbiotica entre la microbiota intestinal i la mucosa intestinal del hoste. En
aquesta simbiosi, els microorganismes obtenen el suport alimentari necessari pel seu
creixement, 1 la microbiota intestinal imparteix diverses funcions sobre I’hoste com per
exemple, funcions metaboliques, immunologiques i intestinals [142], aixi doncs, la
microbiota intestinal presenta un paper imprescindible per al correcte funcionament de
I’organisme. No obstant, tot i les multiples funcions que presenta la microbiota intestinal,
encara falta coneixement més especific sobre les funcions de la microbiota intestinal i les

seves interaccions amb I'hoste [143].

Una de les principals funcions de la microbiota intestinal és la metabolica. La majoria de
I’activitat metabolica es produeix al colon proximal on la disponibilitat de substrats és
més elevada. En canvi, en el colon distal, on la disponibilitat de substrats és més baixa i
I’absorcid de 1’aigua redueix la difusi6 dels substrats, el metabolisme €s més baix. Aixi
doncs, el colon proximal és el lloc principal on es realitza la fermentacié bacteriana. Aqui,
els polisacarids derivats dels vegetals, son fermentats per bacteris sacarolitics,
principalment fermentadors primaris que acaben produint acids grassos de cadena curta
o SCFA (de I’anglés Short Chain Fatty Acids) i gasos [144,145]. Els principals SCFA
produits pels bacteris son 1’acetat, el propionat i el butirat. Els dos primers, esta produits
majoritariament per membres del filum Bacteroidetes. Quan aquests acids son produits
per la microbiota intestinal s’absorbeixen rapidament utilitzant-se com a font d’energia.
El butirat és la principal font d’energia dels colonocits humans, i a més, pot induir
I’apoptosi de cél-lules del cancer de colon i pot activar la gluconeogeénesi intestinal que
té efectes beneficiosos sobre la glucosa i I’homeostasi [146]. Les principals especies

productores de butirat pertanyen al filum Firmicutes.

A meés dels SCFA, la microbiota intestinal també produeix vitamines com la vitamina K,
la vitamina B12, la tiamina, la riboflavina i I’acid folic [147]. Un altre dels seus papers

fonamentals és la conversid d’acids biliars secundaris a acids biliars primaris.

Meés enlla de conferir activitat metabolica addicional a I’hoste, la microbiota intestinal
també actua com agent protector contra agents patogens. Per conferir aquesta proteccio,

la microbiota intestinal actua a dos nivells en subjectes sans. Per una banda, la microbiota
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intestinal resident evita la colonitzaci6 i/o sobrecreixement d’espécies patdogenes
protegint 1’hoste degut a la competéncia per 1’espai d’adhesio, pels nutrients i per la
produccié de condicions ambientals hostils pel creixement d’espécies patogenes com

serien canvis en el pH i el potencial redox de I’ambient [148,149].

Existeix una gran evidéncia sobre la capacitat d’estimulaci6 del sistema immune per part
de la microbiota intestinal tant a nivell local com sistemic. Les interaccions entre la
mucosa, la microbiota intestinal i el teixit limfoide associat al intesti (GALT) son
fonamentals per a la defensa de I’hoste contra la invasi6 i la infeccié d’espécies patogenes
[148]. Els bacteris comensals influeixen en el desenvolupament dels components
humorals del sistema immune de la mucosa i també modulen la produccié de citocines
per part dels limfocits T, influenciant la funcio de les cel-lules dendritiques, limfocits B i
cél-lules epitelials [150,151]. Tot i que els mecanismes exactes d’aquestes interaccions
son desconeguts, son fonamentals per la homeostasi de 1’ecosistema del tracte
gastrointestinal. L'abséncia de microbiota en models animals provoca un
subdesenvolupament de la immunitat de la mucosa intestinal presentant uns ganglis
mesenterics més petits i un nombre més reduit de cél-lules immunes com ara cél-lules
plasmatiques productores de Immunoglobulina A (IgA), cél-lules T CD4+ i cel-lules
CD8+ receptores de cél-lules T af intraepitelials, fet que resulta en una disminucio de la

capacitat per combatre els bacteris patogens [152].

Recentment s’ha descrit que la microbiota intestinal pot tenir un paper important en la
promocid de la curacid intestinal i en la regeneracié de la funci6 epitelial de la mucosa
[153,154] [155]. Les lesions de ’intesti de certes malalties estan relacionades amb canvis
en el microambient que poden induir la proliferacid i el creixement d'espécies bacterianes,
que indueixen la curacié i regeneracié del teixit. Utilitzant models animals, en ratolins en
els que es va induir una lesié en la mucosa del colon, es va observar un augment
significatiu de bacteris anaerobis, en especial del genere Akkermansia durant 1’etapa
inicial de la regeneracié de la mucosa. A més, es va descriure que Akkermansia spp.

promou la proliferacio dels enterocits adjacents a les lesions coloniques [156].

3.4 Factors que determinen la composicio de la microbiota
intestinal

La composicio de la microbiota intestinal pot ser altament variable entre individus tot i

que les espécies bacterianes principals sén presents en la majoria dels individus. Aquests
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canvis poden ser donats per diversos factors incloent la genetica de I’hoste, la dieta, I’edat
[157,158], la modalitat de naixement [159,160], els antibiotics [161], entre d’altres.

La microbiota intestinal humana té una composicié basal o “core” que presenta un elevat
grau d’especificitat amb el subjecte [162]. Aquesta composicid és estable i resistent a la
modificacio al llarg del temps [163]. L’estabilitat de la microbiota intestinal s’ha posat a
prova repetidament mitjancant intervencions dietétiques i en la majoria dels casos, es
manté una tendéncia a mantenir la composicié basal més o menys reconeixible [164,165].
Aquesta resiliencia de la microbiota intestinal també ha estat descrita després de
tractaments amb antibiotic de curta duracié [166] tot i que en alguns individus, la

recuperacio pot ser més lenta.

La dieta és un dels factors més determinants a I’hora de modular I’estructura i composicid
de la microbiota intestinal. Es creu que la dieta explica més del 50% d’aquestes variacions
estructurals microbianes en ratolins i un 20% en humans fent evident el gran potencial
que poden tenir les estrategies dietétiques en la gestio de malalties mitjancant la
modulacio de la microbiota intestinal [167,168]. Les intervencions dietetiques drastiques
a curt termini han demostrat tenir la capacitat d’alterar rapidament la diversitat de la
microbiota intestinal en humans [169]. Tanmateix, aquestes alteracions son transitories i
no persisteixen més enlla de pocs dies. Fins i tot, després d’extenses modificacions en la
dieta, la microbiota d’un individu mant¢ la seva composicid Unica, fet que suggereix que
els factors que mantenen 1’homeostasi ecologica de I’intesti s’estenen més enlla de la

dieta [165].

El tipus de dieta també presenta un efecte en la composicio de la microbiota intestinal.
Les dietes extremes, basades en la ingesta de proteina animal o només d’aliments
vegetals, produeixen alteracions en la microbiota intestinal en humans [170]. Les dietes
riques en fibra també presenten un efecte en la composicié de la microbiota, ja que s’ha
demostrat que les dietes riques en mido resistent o en fibres de polisacarids sense mido

produeixen un augment de 1’abundancia de diferents espécies bacterianes [171].

A part de la dieta, la microbiota intestinal esta modelada per una combinacié de factors
extrinsecs (estil de vida i medicaments) i intrinsecs (genética de I’hoste, regulacions
immunes i metaboliques). Els factors ambientals com la ubicacié geografica, la cirurgia
intestinal, el tabaquisme, la depressio i ’estil de vida també es troben implicats en la

conformacid de la microbiota intestinal.
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Un dels factors ambientals amb un impacte més gran en la comunitat microbiana és la
presa d’antibiotics. Aquests tenen un efecte profund sobre la microbiota intestinal normal.
L’efecte és rapid 1 de vegades persistent en el temps. Els antibiotics d’espectre ampli
redueixen la diversitat bacteriana alhora que promouen 1’augment de 1’abundancia
d’alguns bacteris patogens oportunistes com 1’espécie Clostridium difficile [172] i
disminueixen 1’abundancia d’espécies beneficioses [173]. A més, s'ha descrit que I'Us
d'antibiotics d'espectre ampli, com la clindamicina, en nadons i nens petits té els efectes

més duradors en la composicio de la microbiota intestinal.

3.5 Modulacio de la microbiota intestinal

A part de tots els factors que poden afectar la composicio de la microbiota intestinal
existeixen diferents metodes per modular-la, amb 1’objectiu de produir un canvi favorable
en la seva estructura i les seves funcions. La modulaci6 de la microbiota intestinal és
clinicament important per tractar malalties relacionades amb els seus desequilibris. Els
meétodes actuals existents per modular aquest equilibri inclouen els prebidtics, els

probidtics i recentment el transplantament de microbiota fecal.

Els prebiotics es defineixen com a components de fermentacio selectiva que provoquen
canvis especifics en I’activitat o I’estructura de la microbiota intestinal i, per tant,
beneficien I’hoste [174,175]. Els prebiotics solen consistir en carbohidrats no digeribles,
oligosacarids o polisacarids curts com la inulina, I’oligofructosa, la galactofructosa, els
galacto-oligosacarids i els xilo-oligosacarids. Els prebiotics per a ser fermentats pels
components de la microbiota intestinal, han de ser capacos de resistir als acids gastrics, i
a la degradacio provocada pels enzims del tracte digestiu superior. Aquesta fermentacio

promou el creixement bacteria i I’activacio d’espécies de la microbiota intestinal [176].

Els prebiotics presenten un efecte sobre les espécies presents en el colon [177]. Les
principals espécies diana dels prebiotics son els Lactobacils i els Bifidobacteris. Els

prebiotics estimulen la produccié de SCFA i una disminucié del pH [178].

El consum d’aliments amb fibra és important per mantenir la mucosa intestinal sana
[179]. Recentment, diversos estudis han evidenciat I'efecte de fibres prebiotiques en la
modulacio de la microbiota intestinal [180-182]. Altres estudis han demostrat que
I’administracio del polisacarid inulina pot evitar els efectes nocius provinents de dietes

riques en greixos [183,184], deixant en evidéncia que la dieta occidental baixa en fibra
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produeix un debilitament en la capa de moc, fet que deriva en un augment de la

susceptibilitat dels patogens [185] i un augment en la inflamacio [186].

Els probiotics sén microorganismes vius que, quan es prenen en dosis adequades,
protegeixen la salut humana [187]. Les especies probiotiques més utilitzades son
Lactobacillus, Bifidobacterium i llevats, com Saccharomyces boulardii [188]. Els
mecanismes proposats pels quals els probiotics milloren la salut inclouen la promocio

d’especies favorables.

Els probiodtics competeixen amb espécies nocives per als llocs d’adheréncia a la mucosa
intestinal. Per exemple, el probiotic E. coli Nissle pot moure i atacar a microbis patdgens
evitant la seva adhesi6 [189]. Aquest probiotic s’utilitza en alguns trastorns
gastrointestinals que inclouen diarrea com la diverticulitis i la CU, utilitzant-se com a
meétode efectiu alternatiu a la mesalazina en el manteniment de la remissio de la malaltia
en aquests pacients [190]. Altres probiotics com Lactobacillus reuteri, poden produir
compostos antimicrobians com la reuterina, una substancia que mata directament a
microbis nocius i indueix respostes immunes en 1’hoste [191]. Per altra banda, s’ha descrit
que el probiotic Bifidobacterium lactis Bb12 pot millorar la funcidé de barrera de la
mucosa intestinal, augmentant I’IgA sérica i reduint la inflamacié de I’intesti [192]. A
meés, s’ha observat que aquest probiotic redueix el nombre de bacteris patdgens en mostres
de femtes [193].

Durant els darrers anys, un dels metodes que ha guanyat interes i acceptacié per modular
la microbiota intestinal és el trasplantament fecal. Aquest procés consisteix en el
trasplantament de bacteris fecals de donants sans a pacients amb infeccions
gastrointestinals croniques i pacients amb MII amb 1’objectiu de restaurar la comunitat i
la funcié de la microbiota intestinal [194]. Fins avui dia, la major part de I’experiéncia
clinica en I’is del transplantament fecal s’ha centrat en pacients amb infeccid per
Clostridium difficile [195], utilitzant-se actualment en certes regions com a tractament de
segona linia amb unes taxes d’¢xit que s’aproximen al 92% [196,197]. A part d’utilitzar-
se en la infeccid per C. difficile, el transplantament fecal podria ser util per tractar altres
malalties entre les quals s’hi troben la MII [198-200], la SII [201,202], el cancer de

colorectal [203], entre d’altres.
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3.6 La microbiota intestinal en la malaltia intestinal

Un nombre creixent d’estudis relacionen el desequilibri de la microbiota intestinal o
disbiosis amb diferents malalties. Aquesta disbiosis ha estat descrita en obesitat [124],
diabetis tipus 1 i tipus 2 [204,205], desenvolupament del cancer [206], al-lérgies [207],
malalties del fetge gras no alcoholica [208], malaltia renal [209], artritis [210] i trastorns
neurologics com l'autisme [211,212]. No obstant, la majoria dels estudis s'han centrat en
investigar I'associacio de la microbiota intestinal amb malalties relacionades amb l'intesti,
com ara el cancer colorectal [213,214], la SII [111,215], la celiaquia [216,217] i més
ampliament, amb M1l [218-220].

3.6.1 Paper de la microbiota intestinal en la Malaltia Inflamatoria Intestinal

Diverses linies d’investigacié suggereixen un paper important de la microbiota intestinal
en el desenvolupament i la progressio de la MI1 [221,222]. Tot i que el mecanisme exacte
no es coneix, les dades obtingudes en diferents estudis realitzats en models animals,
proporcionen un argument convincent per certificar el paper fonamental de la microbiota
intestinal en el desenvolupament de la inflamacié intestinal. Per exemple, en un estudi
realitzat amb ratolins lliures de gérmens s’ha observat com s’impedeix el
desenvolupament de la CU en ratolins que son susceptibles genéticament a desenvolupar
la malaltia [223]. A més, en un altre estudi s’ha evidenciat que la transferéncia de bacteris
proinflamatoris de ratolins malalts a ratolins sans pot induir un estat d’inflamacié en els
ultims [224,225]. Finalment, s’ha observat que el grau de susceptibilitat a desenvolupar
colitis en ratolins s’associa a diferéncies en la composicio de la microbiota intestinal

[226].

En I’espécie humana també s’han realitzat estudis que reafirmen el paper del microbioma
en els pacients diagnosticats de MII. Per exemple, I’activitat de la malaltia és més evident
en zones on les poblacions bacterianes son més elevades (el colon). A més, les terapies
amb antibiotics han demostrat certa eficacia per tractar certs fenotips de MII, com per
exemple 1’us de Ciprofloxacina en pacients amb MC amb afectacié perianal i en la
pouchitis [98,227], i el metronidazol per a la prevenci6 de la recurréncia postoperatoria
en pacient amb MC [228,229]. A més, per tal de confirmar més 1’efecte del microbioma
en pacients amb M|, estudis recents han demostrat un paper important de certs microbis
especifics en la prediccio de resposta a tractament i en determinar el risc de reaparicio de
la malaltia després de la cirurgia [230-232].
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Moltes de les mutacions genetiques associades a la M1l també estan relacionades amb la
funcio immune i la seva interaccié amb el microbioma. Alguns dels gens més importants
son el NOD2 (“nucleotide oligomerization domain 2”°), el CARD9 (“caspase recruitment
domain-containing protein 9”), el ATG16L1 (“autophagy-related 16-like 1”°), i el CLEC7A
(“C-type lectin domain family 7 member A”) entre d’altres [19,233-235] [236].

Els gens més estudiats son el NOD2 i el CARD9. EI NOD2 és un gen que codifica per un
receptor intracel-lular que interactua amb el peptidoglica present en la paret bacteriana
tant de bacteris gram negatius i com de gram positius. Aquest gen s’expressa en els
enterocits actuant com a defensa contra bacteris intracel-lulars contribuint alhora a la
resposta immunitaria contra els microbis comensals [237-239]. La mutacié de NOD2
provoca la disminucié de citocines antiinflamatories com la 1L-10 i una alteracio en
I’abundancia de diferents bacteris de la mucosa [240]. En concret, en pacients amb aquest
gen mutat, s’ha observat una disminucié en 1’abundancia d’espécies del genere
Faecalibacterium i un augment en 1’abundancia d’espécies del geénere Escherichia
[241,242]. A més, en models animals, s’ha vist un increment de la susceptibilitat a

desenvolupar CU quan aquest gen es troba mutat [243].

Per la seva banda, el CARD9 codifica per una proteina que intervé en la defensa contra
les infeccions per fongs. CARD9 estimula la producci6 de citocines inflamatories com la
IL-6, TNF-a i IL-1b en resposta a estimuls especifics a diferents bacteris, fongs o virus
[244]. En ratolins amb CARD9 inhibit s’ha observat un augment de la susceptibilitat a
Candida albicans, Aspergillus fumigatus i Cryptococcus neoformans entre d’altres [245—
247] i a un augment de la sensibilitat a desenvolupar CU [248].

3.6.2 Composicio de la microbiota intestinal en la Malaltia Inflamatoria
Intestinal

Diversos estudis indiquen que les alteracions en la composici6 de la microbiota intestinal
son frequents en la Ml [249,250,259,260,251-258]. En aquests pacients s’ha descrit
una disminucié de la diversitat global de la microbiota intestinal observada tant a nivell
de mucosa intestinal, com a nivell de mostra fecal, i una reduccié de 1’abundancia relativa
de diferents espéecies bacterianes en comparacidé amb ’observada en individus sans
[219,255,261-266]. A més, hi ha evidéncies que confirmen que en pacients amb MlI
s’incrementen els proteobacteris, espécies del geénere Fusobacterium 1 1’espécie
Ruminococcus gnavus. Per contra, els grups Clostridis IV i X1V i els géneres Bacteroides,

Suterella, Roseburia, Bifidobacterium i Faecalibacterium disminueixen en aquests
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pacients [267,268]. Tot i aixo, és dificil determinar si els canvis en la microbiota observats
en pacients diagnosticats de MI1 son els causants de la patologia, 0 més aviat, son resultat

de la inflamacio de la mucosa.

En la MC en particular, s’observa una composicié microbiana intestinal més alterada i
inestable que en la CU [269]. En pacients amb MC, hi ha una clara pérdua de
microorganismes beneficiosos com per exemple especies dels generes Faecalibacterium,
Methanobrevibacter Peptostreptococcaceae, Anaerostipes, Christensenellaceae i
Collinsella i un augment en 1’abundancia d’espécies dels géneres Fusobacterium i
Escherichia [269].

En la disbiosi present en pacients amb CU també s’ha corroborat que hi ha una reduccid
en I’abundancia d’espécies productores de butirat i, en consonancia amb aquestes
diferencies en els grups funcionals, també s’han observat canvis en la composicio dels

SCFA fecals en comparacio amb subjectes sans [270].

Les alteracions en la composicid de la microbiota en pacients amb MC s’han relacionat
amb la probabilitat de resposta al tractament [232]. Concretament, s’han associat especies
dels géneres Bifidobacterium, Collinsella, Lachnospira, Lachnospiraceae, Roseburia i
Eggerthella amb la resposta al tractament amb terapia anti-TNF. A més, certes especies
s’han associat al risc de recaiguda en pacients diagnosticats de MC postquirargics,
observant reduccions d’espécies dels géneres Parabacteroides i Clostridials i un agument
d’Enterobacteriacies en comparacio amb pacients amb MC que no sOn sotmesos a

cirurgies prévies [232].

Fins fa poc la microbiota intestinal no s’havia utilitzat per determinar 1’activitat o la
remissio en pacients amb MIIL. Tot i que hi ha pocs estudis, en els tltims anys s’ha
analitzat la microbiota intestinal amb I’objectiu de relacionar-la amb [’activitat de la
malaltia demostrant, en alguns casos, diferéncies clares a nivell de microbiota segons el

grau d’activitat de la MII.

En pacients actius diagnosticats de MC s’ha descrit un augment d’especies del genere
Fusobacterium [271] en comparacié amb pacients en remissi6. En canvi, en aquets
pacients actius es va observar una disminucié d’espécies com Akkermansia muciniphila
[271] i el genere Bacteroides [272]. En CU s’ha observat una disminuci6 d’espécies com
Faecalibacterium prausnitzii, Methanobrevibacter smithii i Roseburia hominis en

pacients en activitat endoscopica en comparacié amb pacients en remissié [220,273]. Al
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contrari, espécies com Escherichia coli, Veillonella spp, i Fusobacterium spp. s’han
trobat reduides en els pacients actius.

Tot i que la majoria d’estudis es centren en la microbiota bacteriana, s’ha descrit que la
composicio de fongs i virus del microbioma intestinal també es troba alterada en pacients
amb MII [274-276]. En particular, la microbiota de pacients amb MC amb afectacio ileal
presenta un augment en la diversitat de fongs, mentre que els pacients amb CU i MC amb
afectacio ileocolonica o colonica presenten una disminucié de la diversitat de fongs.
Concretament, s’ha descrit que 1’especie Saccharomyces cerevisiae es troba disminuida
mentre que augmenten especies com Candida albicans, Candida tropicalis, Clavispora
lusitaniae, Cyberlindnera jadinii i Kluyveromyces marxianus [274]. Saccharomyces
cerevisiae és I’espécie fungica més abundant observada en la microbiota intestinal, a més
de la seva disminucio6 en la MII en comparacié amb subjectes sans, tamb¢ s’ha definit una
disminuci6 de ’abundancia en aquells pacients amb MIIl amb activitat endoscopica en

comparacié amb aquells pacients en remissio [276].

Una altre espécie de fong que es troba habitualment en la pell, Malassezia restricta, s’ha
trobat en concentracions elevades en la mucosa intestinal de pacients amb MC [275].
Aquesta especie promou la producciod de citocines inflamatories estimulant 1’activitat de
cel-lules del sistema immunitari innat que presenten mutacions en el gen CARD9 [275].
En mostres de femta de pacients amb MII s’ha demostrat que el seu viroma enteric esta
associat a una expansio significativa dels bacteriofags de 1’ordre dels Caudovirals [277].
De la mateixa manera, en mostres de mucosa rectal de pacients amb CU s’ha observat un
augment en 1’abundancia dels Caudovirals amb una reduccio6 de la diversitat bacteriana,

que es correlaciona amb la inflamacio intestinal [278].

3.6.3 La microbiota intestinal en la SlI

Descobriments recents han revelat que la microbiota intestinal pot ser rellevant per a la
patogénesi de la SII, ja que en pacients diagnosticats de SII s’han observat alteracions en
la fermentacid colonica [117,279]. Per exemple, mentre que s'ha descrit una major
producci6 d'hidrogen gas en pacients amb S1I amb comportament diarreic, el gas meta es
produeix en quantitats més elevades en pacients amb SII amb comportament restret [280].
La microbiota intestinal predominant en pacients amb SlI és altament inestable al llarg
del temps en comparacié amb individus sans [281,282]. Els enfocaments basats en cultius

han demostrat que hi ha una quantitat més elevada de bacteris aerobics i Lactobacillus en
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pacients amb Sl respecte a subjectes sans [282]. Els estudis basats en metodes moleculars
han definit majors diferéncies entre la microbiota de pacients amb SlI respecte a la de
controls sans. En aquesta linia, s'ha observat en la SII un augment significatiu dels
subgrups Bacteroidetes, Synergistetes i Clostridium. Per altra banda, s’ha observat una
reduccio en I'abundancia d'Actinobacteris com el genere Collinsella, la classe Bacilli,
Flavobacteriia, Epsilonproteobacteria i alguns membres del filum Firmicutes en
comparacio amb els controls [113,117,283]. En aquesta linia, s'han observat canvis en
I'abundancia relativa de Firmicutes i Bacteroidetes en pacients amb Sl [284].
Precisament, els Firmicutes van ser el doble de les Bacteroidetes, degut en part a un
augment en I’abundancia d’espécies dels géneres Ruminococcus, Clostridium i Dorea i a
una disminuci6 concomitant de les espécies dels generes Bifidobacterium i

Faecalibacterium [285].

Tot i que els estudis que descriuen diferéncies entre els diferents subtipus de la sindrome
son escassos, sembla que la SII amb comportament diarreic i la SII amb comportament
restret presenten poblacions microbianes diferents. Mentre que en pacients amb SII-D
s’ha observat una menor quantitat de Lactobacillus spp., en pacients amb SlI-C s’ha
observat un augment en 1’abundancia de Veillonella spp. [283]. La diversitat observada
entre els diferents subtipus de SllI, i la varietat de técniques i mostres emprades en els
diferents estudis, pot estar dificultant I’arribada a un consens sobre la descripcio de la
disbiosi en la SII  [111,113,215]. Aquests estudis suggereixen que les diferencies en la

composicio de la microbiota poden ajudar a diagnosticar la SlI.

3.6.4 Marcadors d’interés en la Mll i la SlI

Recentment, ha crescut 1’interés en 1’us de marcadors basats en la microbiota intestinal
per a ’estudi de la MII. Aixi doncs, degut a les seves caracteristiques, certes especies
microbianes podrien actuar com a marcadors de diagnostic o d’activitat tant en pacients
amb MII com en pacients amb SllI. A continuacio, s’esmenten les espécies que s’han

utilitzat en aquesta tesi degut al seu potencial en aquestes malalties.

Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii és un bacil anaerobi, no mobil i gram positiu que pertany al
filum dels Firmicutes. Aquesta espécie, és un dels microorganismes més abundant en els
humans, representant entre el 2 i el 15% de les comunitats bacterianes intestinals

[286,287]. A més, F. prausnitzii és un dels principals productors de butirat presents a
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I’intesti. El butirat té un paper fonamental en la fisiologia intestinal ja que presenta
nombrosos efectes beneficiosos per a la salut [288-290], a més, aquesta espécie presenta
propietats antiinflamatories ja que €és capa¢ d’induir perfils de citocines tolerogeéniques
com la IL-10 i alhora d’inhibir la secrecio de citocines pro-inflamatories com la 1L-12 i
I’interfero- y [291].

En els ultims anys ha crescut I’interés en aquest bacteri degut al seu paper potencial en la
promocio de la salut intestinal [292-294]. Diversos estudis realitzats utilitzant mostres
fecals i/0 mostres de biopsies intestinals, han demostrat que la prevalenga i ’abundancia
d’aquesta espécie es pot trobar reduida en certs trastorns com per exemple la malaltia
celiaca [295,296], I’obesitat [297,298], la diabetis tipus 2 [298,299], la SlI [221,300], el
cancer colorectal [301,302] i particularment la M1l [250,291,297,303—-306]. L’increment
d’aquests estudis al llarg dels darrers anys ha suscitat un gran interes per considerar aquest

bacteri com a probiotic de nova generacid.

Recentment, Lopez-Siles et al. amb 1’objectiu de conéixer millor I’ecologia microbiana
d’aquesta espécie, van evidenciar que dins d’aquesta hi ha diferents filogrups, dels quals
dos estan clarament diferenciats des del punt de vista taxonomic [294]. Aquests filogrups
(PHG-I i PHG-II) es troben presents en femtes de subjectes sans. A més, s’ha evidenciat
una relacio clara entre 1’abundancia d’aquests dos filogrups i la MII [302]. Aquest
descobriment en F. prausnitzii ha proporcionat una millor comprensié de la diversitat i

I’ecologia microbiana d’aquesta espécie al colon.

Aixi doncs, totes aquestes dades evidencien que I’abundancia relativa de F. prausnitzii i
dels seus filogrups presenten un clar potencial per esdevenir indicadors o biomarcadors

de la salut intestinal en adults [291].

Escherichia coli

Escherichia coli és una especie gram negativa que pertany al filum Proteobacteria. Es
considera una especie associada a la inflamacid intestinal ja que presenta propietats
inflamatories. Aquesta especie es troba localitzada a la capa de moc que recobreix les
cél-lules epitelials intestinals i també en grans quantitats en les Ulceres originades tant en

pacients amb MC com en pacients amb CU [303].

En aquesta linia, diversos estudis han descrit com E. coli augmenta en pacients amb MC

en comparacié amb controls sans [221,307-309]. A més, altres estudis han observat una
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major quantitat d’aquesta espécie en pacients amb MC activa en comparacio en pacients
en remissio [221,252,307,310].

En pacients de CU existeix una controversia sobre I’abundancia d’E. coli. Mentre que
alguns treballs no observen un augment en la seva carrega en pacients amb CU respecte
a subjectes sans [221,307—-309], altres estudis han demostrat un augment en I’abundancia
en aquests pacients [252,310-314]. Aquestes diferéncies es podrien atribuir a canvis en
I’estat de la malaltia dels pacients inclosos en els estudis ja que I’abundancia d’E. coli
s’ha associat amb 1’estat d’activitat present en pacients amb CU [315]. Concretament,
I’abundancia d’E. coli és major en aquells pacients de CU en estat actiu en comparacio
amb pacients en remissi6 [311,312].

Akkermansia muciniphila

Akkermansia muciniphila és un bacteri gram negatiu anaerobic obligat que pertany al
filum Verrucomicrobia i que habita principalment a la mucosa intestinal representant
entre el 1% i el 3% de la microbiota intestinal. Aquesta espécie es troba implicada en la

patogenesi de diferents trastorns com 1’autisme, 1’obesitat, la diabetis tipus [ 1 la MII

[316-319].

A més, Akkermansia muciniphila és una especie degradadora de la mucina. La mucina és
el component principal del moc que protegeix I'epiteli intestinal huma on hi habiten els
bacteris [320,321]. La seva capacitat especifica per degradar el moc es tradueix en
I'alliberament d'oligosacarids i en la produccid de propionat i acetat, aixi com
d’aminoacids, cofactors importants 1 vitamines que estan disponibles per a altres

simbionts intestinals [322].

Certs estudis han observat una disminucio en 1’abundancia d’A. muciniphila en pacients
amb MC i CU en comparacié amb subjectes sans. Aquesta reduccio en la seva abundancia
s’ha considerat com una conseqiiencia de la reduccidé de la capa de moc en aquests
pacients degut a la inflamaci6 i a la creacio d’ulceres. Aquesta reduccio de la capa fa que
hi hagi una disminucié de les mucines que constitueixen la font de carboni primaria
d’aquesta espécie [317] [317,323,324]. Tot i aquestes observacions, existeix la hipotesi
de que A. muciniphila podria ser un factor causal de la inflamacio intestinal degut a que

la seva preséncia condueix a la degradacio de la capa protectora de mucina [325].
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Ruminococcus sp.

Les espécies del genere Ruminococcus sén estrictament anaerobiques, grampositives, no
mobils, i necessiten hidrats de carboni fermentables per al seu creixement [326].
Pertanyen al grup mucolitic i, per tant, utilitzen els glicans de la barrera de moc intestinal
com a font d’energia [327]. Les especies de Ruminococcus son importants per mantenir
I’homeostasi intestinal, particularment mitjancant la produccié de SCFAs. Els SCFA
produits promouen la salut intestinal, creant condicions favorables a la resistencia contra

els bacteris patogens creant una proteccié contra la CU [328].

Ruminococcus albus, R. bromii, R. flavefaciens i R. callidus han estat aillats i detectats a
partir de mostres fecals humanes [329], tot i que algunes d’aquestes espécies s’han trobat
disminuides en pacients amb MC en comparacié amb subjectes sans [256,330] [330].
L’espécie Ruminococcus torques s’ha trobat associada a la MC [219,331], augmentant la

seva abundancia en I’epiteli de pacients amb CU i MC [317].

Una d’aquestes espécies, Ruminococcus albus s’ha demostrat que esta inversament
correlacionat amb els indexs clinics d’activitat en CU, on a més activitat clinica, menys
abundancia de Ruminococcus albus [332]. Aquestes observacions, es van trobar també
per I’espécie Ruminococcus bromi on la seva concentracid es va trobar reduida en

pacients actius [255].

Methanobrevibacter smithii

Els metanogens son procariotes anaerobis del domini archaea que utilitzen 1’hidrogen per
reduir el dioxid de carboni, I’acetat i una varietat de compostos metilics en meta (CHa).
Els arqueus sén les Uniques fonts biologiques de meta confirmades en la natura [333]. En
els humans, els metanogens s’han estudiat per tal d’elucidar el seu possible paper en la
progressio d’algunes malalties. La seva preséncia en l'intesti suggereix una correlacid

indirecta amb certes malalties del colon [334].

Un dels ordres dominants dels metanogens son els Metanobacterials, especificament el
genere Methanobrevibacter [334]. Methanobrevibacter smithii és el metanogen
predominant en l’intesti huma. Té un paper important en la digestid eficient dels

polisacarids derivats de la fermentacid bacteriana [335].

Fins al moment, I'impacte de les espécies metanogeniques ha estat subestimat en
condicions patologiques [335]. Es considera que Methanobrevibacter smithii contribueix

en les respostes del sistema immunitari en el cos, incloent respostes inflamatories [335].
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A més, s’ha descrit que 1’abundancia d’aquesta especie es manté estable al llarg del temps,

fins i tot quan es produeixen canvis drastics en la dieta [336].

Mentre que certs estudis han relacionat la SII-C i I’obesitat amb una alta abundancia de
metanogens, la MII destaca per presentar una baixa abundancia d’aquest grup [337,338].
Altres trastorns gastrointestinals com el restrenyiment, la diarrea funcional i la

diverticulitis també s’han relacionat amb els metanogens [338—340].

Seguint aquesta linia, s'ha demostrat que la proporcio de productors de meta és més alta
en pacients amb SII-C (58% productors de meta) en comparacio amb pacients amb
comportament diarreic (28% productors de meta) [341]. Aixi doncs, els estudis
observacionals mostren una forta associacié entre el transit intestinal lent i la produccio
de meta [342].

3.7 Eines per a l'estudi de la microbiota intestinal

Com s’ha esmentat anteriorment, la microbiota intestinal configura un ecosistema
complex amb una enorme diversitat microbiana [143,343]. Durant anys, els cientifics han
estat interessats en el seu estudi i, per fer-ho, s’han anat utilitzant diversos métodes que
han experimentat un canvi important al Ilarg del temps (Figura 10). Els bacteris, és el
grup biologic que ha estat més ampliament estudiat dintre de les especies presents en el

tracte gastrointestinal [344].
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Figura 10. Visié general de les técniques utilitzades per caracteritzar la microbiota intestinal [345].
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Fins als anys 90, el coneixement de la microbiota intestinal es limitava a tecniques
tradicionals de cultiu bacteria, un enfoc que s’ha utilitzat des de principis del segle XX
[346]. No obstant, aquestes tecniques només identifiquen les especies que sobreviuen a
I’entorn del laboratori representant un percentatge molt baix (<30%) [343]. Una gran
proporcié de bacteris presents a 1’intesti son anaerobis estrictes amb requeriments
ambientals dificils d’emular al laboratori per la qual cosa sovint no sobreviuen als
procediments utilitzats per a 1’aillament i posterior cultiu. A més, diversos organismes
presents a I’intesti huma difereixen en la seva propensié a créixer en placa degut a les
condicions inadequades pel que fa al pH, I’estat redox, la temperatura o 1’abséncia de
molécules essencials pel creixement dels bacteris, entre d’altres. Aixi doncs, tot i que les
tecniques de cultiu s’han tornat més sofisticades amb el pas dels anys, els seu Us fa que
I’abundancia relativa de diversos bacteris ubicats en el lumen intestinal estigui fortament

esbiaixada a favor d’organismes facultatius i oportunistes i amb pocs requeriments.

Per superar les limitacions dels cultius tradicionals, a finals del segle XX es van
desenvolupar técniques independents del cultiu per a I’estudi dels bacteris presents a un
ambient determinat. La majoria d’aquestes tecniques, que permeten identificar diferents
especies bacterianes 1 la seva abundancia, es basen en 1’estudi de I’ADN, principalment
en ’amplificacid del gen d’ARN ribosomic (ARNr) 16S 1 la seva seqiienciacid. Aquesta
ha esdevingut la técnica d’eleccio per estudiar la diversitat i ’abundancia del microbioma.
El gen 16S ARNr té una allargada d’aproximadament de 1500 nucleotids amb alguna
variacio entre especies [347]. Mentre que diverses regions d’aquest gen estan molt
conservades en tots els grups bacterians, s’observen altres regions que mostren una
marcada variacié anomenades regions hipervariables. En el gen 16S ARNr es troben 9

regions hipervariables (Figura 11).
Gen 165 ARNr
Vi V2 V3 Vi V5 VB V7 VB V9
s—__1 1l Il Il B N B B 8
Regio constant D Regio hipervariable

Figura 11. Regions conservades i variables de I'ARN ribosomal 16S [344].

Les variacions de sequiencies de nucleotids en aquestes regions hipervariables (V1 a V9)
reflecteixen la divergéncia evolutiva dels bacteris i, per tant, aquestes seqiiéncies

proporcionen un metode fiable per a la identificacié i classificacio filogenetica d'especies
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bacterianes. Els métodes per a la identificacio de bacteris basats en seqiiéncies de
nucleodtids en aquestes regions tenen l'avantatge de detectar qualsevol tipus de bacteri
sigui o no cultivable en placa. Les seqiiencies del gen 16S ARNr poden ser amplificades
utilitzant la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) una técnica que, a meés, permet
quantificar les dianes genétiques que amplifica, les quals poden tenir diferents graus
d’especificitat, des de filogrup a espécie, segons les necessitats experimentals de cada
moment [345].

Aixi doncs, la utilitzacid de técniques moleculars ha permes identificar i assignar
taxonomicament a la majoria de microorganismes sense necessitat de cultivar-los, essent
una veritable revolucié en el coneixement de la microbiota i de la seva implicaci6 en

estats de salut i malaltia de 1’ésser huma.
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L’objectiu general d’aquesta tesis doctoral és la definicio de signatures microbianes en la

malaltia inflamatoria intestinal i en la sindrome de I’intesti irritable capaces de:

1) Diagnosticar diferencialment la MIl i la SlI a partir de I’estudi de la microbiota
en una mostra de femta.
2) Monitoritzar I’activitat endoscopica en pacients diagnosticats amb MC i CU a

partir de I’estudi de la microbiota en una mostra de femta.

Per fer-ho, s’ha realitzat 1’extraccié de I’ADN, la quantificacié de diferents marcadors
Microbians especifics per qPCR 1 s’ha utilitzat la tecnologia Machine Learning. A més

d’aquests dos objectius principals, la tesi té com a objectiu secundari:

3) Elaborar i optimitzar un procés analitic a partir de mostres de femta per a 1’estudi

de la microbiota fecal per gPCR.

Els resultats s’han organitzat en tres capitols, els quals presentaven els objectius especifics

seglients:

- Capitol 1: Realitzacio de diferents proves experimentals amb la finalitat de
definir i optimitzar el procés analitic a seguir per a 1’analisi de diferents
marcadors microbians per gPCR. Per fer-ho, s’han realitzat proves de
conservacié de la mostra, proves per avaluar la heterogeneitat de la mostra i
proves per determinar la capacitat del kit d’extraccié d’ADN utilitzat.

- Capitol 2: Disseny d’un nou metode no invasiu, anomenat RAID-Dx, per a la
discriminaci6 entre la SII 1 la MII a partir de la definicié d’una signatura
microbiana especifica de la SlI.

- Capitol 3: Disseny d’un nou metode no invasiu, anomenat RAID-Monitor, per
a la determinacio6 de I’activitat endoscopica en pacients amb MC i CU. Aquest

meétode es basa en la definicié d’una signatura microbiana especifica de la MlI.
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1. RECLUTAMENT DE PACIENTS

Tots els participants es van reclutar en els segients centres hospitalaris: Hospital
Universitari Dr. Josep Trueta  [Girona, Espanya], Hospital Santa Caterina  [Salt,
Espanya], Hospital Universitari de Bellvitge [Hospitalet de Llobregat, Espanya],
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol ~ [Badalona, Espanya], Centro Médico
Teknon [Barcelona, Espanya] i Beth Israel Deaconess Medical Center [Boston, EE.UU].
També cal mencionar que 5 de les mostres incloses al estudis eren provinents del Biobanc
de I’Hospital Universitari Dr. Josep Trueta (Biobanc IDIBGI, B.0000872), integrat a la

Xarxa Nacional de Biobancs.

El participants reclutats es van classificar en tres grups principals: (MII) pacients
diagnosticats de MII. Dins d’aquest grup hi trobem pacients amb MC i CU, (SlI) pacients
diagnosticats de SII amb comportament diarreic o altern i (H) subjectes sans. La
procedéncia dels subjectes de cada grup va ser: el grup H de I’Hospital Dr. Josep Trueta,
el grup Sl de tots els centres exceptuant Boston i el grup MII de tots els centres (Taula

9).

Taula 9. Reclutament de pacients amb MIl i Sll i subjectes H per centre participant.

Hospital MII (n) Sl (n) H (n) Total (n)
Hospital Universitari Dr. Josep Trueta 60 10 18 88
Hospital Santa Caterina 13 4 - 17
Hispotal Universitari de Bellvitge 31 22 - 53
Hospital Germans Trias i Pujol 23 5 - 28
Centro Médico Teknon 1 11 - 12
Beth Israel Deaconess Medical Center 22 - - 22
Total pacients reclutats (n) 150 52 18 214

MII; malaltia inflamatoria intestinal, SII; sindrome de I’intesti irritable i H; subjectes sans.

Els pacients amb MII i Sl es van diagnosticar seguint els criteris clinics, patologics i
endoscopics establerts. Tots els pacients de MII i SlI inclosos en el capitol I1i 111 de la
tesi, es van realitzar una colonoscopia indicada clinicament al Departament de
Gastroenterologia del centre participant amb la finalitat de discriminar endoscopicament
els pacients de MII i SII (capitol 1) i de monitoritzar 1’activitat endoscopica en els
pacients amb MII (capitol 111). Els H inclosos en el capitol | de la tesi es van caracteritzar
per ser asimptomatics i estar certificats com a sans per un digestoleg. Els pacients

utilitzats en
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cada capitol de la tesi es troben a la taula 10. Totes les mostres es van incloure i processar
seguint els procediments operatius estandards amb la corresponent aprovacié dels
Comités Cientifics i d’Etica (codi d’investigacié clinica dels estudis realitzats:

RAIDCD2016_1, RAIDCD2016_2, RAIDCD2016_4 i GG-1BS-1001).

Taula 10. Reclutament de pacients amb Mill i Sll i subjectes H segons el capitol de la tesi.

Hospital MII (n)* Sl (n) H (n) Total (n)
Capitol | 9 - 18 82
Capitol I 52 52 - 17
Capitol I 141 - - 53

*Tots els MII del capitol 11 també es van utilitzar al capitol I1l. MII; malaltia inflamatoria intestinal, SlI;

sindrome de I’intesti irritable i H; subjectes sans.

2. RECOLLIDA | CONSERVACIO DE MOSTRES FECALS

Les mostres de femta es van conservar en diferents condicions en funcié de si al pacient
se li havia de realitzar o no una colonoscopia. Tots els pacients reclutats amb colonoscopia
programada en algun dels centres participants, van recollir la mostra de femta a casa en
un recipient esteril durant la setmana prévia a la realitzacié de la colonoscopia, evitant
I’efecte de la preparacio prévia a la colonoscopia. Immediatament després de la deposicio,

la mostra de femta es va congelar a -20 °C.

Els pacients que no tenien programada un colonoscopia, van recollir la mostra de femta
en un recipient estéril i immediatament va ser transportada a 1’hospital per a ser
conservada a -20°C (menys de 12h). Totes les mostres es van mantenir congelades a -20
°C durant el temps gque aquestes van romandre emmagatzemades al centre hospitalari.
Posteriorment, les mostres van ser enviades als laboratoris de GoodGut SL (Girona,

Espanya) on es van mantenir congelades a -80 °C.

El dia de la analisis, les mostres van ser descongelades a temperatura ambient i van ser
homogeneitzades sota cabina de bioseguretat |1 amb una espatula esteril i posteriorment
aliquotades per triplicat en tubs col-lectors de 8 ml. Una d’aquestes aliquotes va ser

utilitzada per a I’analisi de la calprotectina fecal.

En els diferents estudis realitzats en el capitol I, les mostres fecals van ser conservades
segons els requeriments establerts en el protocol de I’estudi clinic corresponent. NO
obstant, la majoria de les mostres es van conservar a temperatura ambient amb un temps

inferior a les 4h després de la deposicio.
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Totes les mostres incloses retrospectivament en aquesta tesis provinents del Biobanc de
I’Hospital Universitari Dr. Josep Trueta es van mantenir en les mateixes condicions

d’emmagatzematge.

3. ANALISIS DE LA CALPROTECTINA FECAL

La CF es va mesurar als laboratoris de LABCO (SynLab - Barcelona) en les mostres de
femta, mitjancant un assaig de immunoabsorcio lligat a enzims (ELISA, prova de

Buhlman).

4. EXTRACCIO | QUANTIFICACIO DE L’ADN

L’acid desoxiribonucleic (ADN) genomic de totes les mostres fecals homogeneitzades es
va extreure utilitzant el kit NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel GMbH & Co., Duren,
Alemanya) seguint les instruccions del fabricant. Per a la lisis cel-lular s’han utilitzat 700
pl de SL1 i 150 pl de Enhancer per a incrementar la recuperacié de I’ADN. Finalment
I’ADN s’ha eluit amb tamp¢6 d’elucié SE (Tris/HCI 10 mM, pH 8,5) en un volum final de
100 pl.

En el capitol 1 s’ha comparat aquest métode amb altres kits d’extraccié d’ADN fecal. Per
una banda, s’ha utilitzat el mini kit QITAamp ADN Stool de la casa comercial QIAgen que
a diferéncia del kit anterior, no inclou tubs amb “beads” per a la disgregacidé mecanica de
la femta. La lisi de les cel-lules es complementa amb una incubaci6 a 70°C amb Proteinasa
K. Per a la purificacié de I’ADN, aquest kit també compta amb sistema de columnes que
eliminen les impureses de la mostra. Finalment, I’ADN és eluit amb el buffer d’elucio
(Tris/HCI 5 nM, pH 8,5).

Finalment, I’altre kit que s’ha utilitzat és el Maxwell 16 LEV Purification for Stool kit
(Promega, Madison USA) que presenta una fase d’incubacié a 70°C 1 una altra a 95°C
amb el tampo de lisi. A diferéncia dels dos Kits anteriors, aquest kit inclou una fase

automatitzada utilitzant ’instrument MaxWelll6.

La concentraci6 d’ADN obtingut s’ha determinat fluorimetricament amb el Qubit
(ThermoFisher Scientific, Walthham, USA). S ha calculat el rendiment com la quantitat
d’ADN extret per g de femta (ng ADN / g de femta). Finalment, ’ADN eluit s’ha

conservat a -20°C.
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5. QUANTIFICACIO DELS MARCADORS BACTERIANS PER qPCR

S’han utilitzat un total de onze marcadors microbians en els diferents estudis inclosos en
aquesta tesi. Els eubacteris (EUB) s’han quantificat com a carrega total bacteriana.
Cadascun dels biomarcadors seleccionats presentava una sequéncia genética especifica.
Els bacteris emprats van ser Faecalibacterium prausnitzii (FPRA), F. prausnitzii
phylogroup | (PHG-I), F. prausnitzii phylogroup 1l (PHG-II) i Rumminococcus sp.
(RUM) com a especies productores de butirat, el grup Enterobacteriacies (ENT) i
I’espécie Escherichia coli (ECO) com a membres proinflamatoris, Akkermansia
muciniphila (AKK) com a espécie indicadora de la homeostasi de la capa mucosa,
Methanobrevibacter smithii (MSM) com a especie metanogenica, els Clostridials (CLO)
com a grup proteolitic i els grup filogenetic Bacteroidetes (BAC). No tots els marcadors
s’han utilitzat en tots els capitols (Taula 11).

Taula 11. Marcadors microbians utilitzats en cada capitol.

Capitol tesi Marcadors
Capitol 1 EUB, FPRA, ENT, CLO, PHG-I, PHG-II, ECO i AKK
Capitol 2 EUB, FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II, AKK, RUM, MSM i BAC
Capitol 3 EUB, FPRA, ECO, PHG-I, PHG-Il i AKK

La quantificacié dels biomarcadors FPRA, ECO, PHG-I i PHG-II es va realitzar en
reaccions de PCR individualitzades a partir de GoTaq gPCR Probe Mastermix (GoTag®
gPCR Master Mix, Promega. Madison, EUA). Les reaccions van consistir en 10 ul que
contenien 1x GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), en una concentracié d’entre 300 nM
i 900 nM dels primers, entre 100 i 250 nM de cada sonda i fins a 10 ng d’ADN genomic.
La quantificacio dels marcadors AKK, RUM, MSM, BAC, ENT, CLO i EUB es va
realitzar utilitzant GoTaq qPCR Bryt Master Mix (GoTagq® qPCR Master Mix, Promega.
Madison, EUA). Les reaccions d'aquests marcadors consistien en 10 ul que contenien 1x
GoTaq® gqPCR Master Mix (Promega), amb una concentracié de primer d’entre 150 i
250 nM de cada i fins a 10 ng d'ADN genomic (Taula 12).

La sintesi dels primers utilitzats en aquest estudi es va encarregar a Macrogen (Macrogen,
Seiil, Corea del Sud). Totes les PCR quantitatives s’han realitzat utilitzant el sistema de
PCR a temps real AriaMx (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). Els perfils termics
van ser diferents segons el biomarcador analitzat (Taula 13). En els marcadors que anaven
sense sonda, es va afegir, al final de cada gPCR, un pas de corba de fusio per verificar la

presencia de la mida esperada del amplico, aixi com per controlar la formacié de dimers.
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Les dades es van recollir i analitzar amb la versio 1.3 del programa Aria (Agilent

Technologies, Santa Clara, EUA). Totes les mostres es van analitzar per duplicat. Les

répliques s’han considerat valides quan la diferencia entre el cicle al dintell (Ct) era

inferior a 0,6. En cada placa de PCR es van incloure un control negatiu realitzat amb

TrisHCI pH 8,1, i estandards (10°-103 copies genomiques/pL).

Taula 12. Primers (Forward i Revers) i sondes utilitzades en aquest treball dels seglients marcadors EUB,
FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II, AKK, RUM, BAC, MSM, ENT i CLO. Totes les sondes es van marcar a 5’ amb
FAM (6-carboxyfluorescin) com a colorant “reporter” i amb TAMRA com a “quencher” o sufocador a I'extrem
3’ per a les sondes FPRA i ECO, mentre que el BHQ1 es va utilitzar per a PHGI i PHGII. Les base R pot ser
AoG;WpotserAoTiYpotserCoT.

Marcador Primers Sequencia5’ 2> 3 [Sonda] Ref.
LB EUB_F ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT 200 nM M?diﬁed

rom

EUB_R GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C 2000M  [34g]
FPRA_F TGT AAA CTC CTG TTG TTG AGG AAG ATAA 300 nM

FPRA FPRA R GCG CTC CCT TTA CAC CCA 300nM  [221]
FPRA_ PR  CAA GGA AGT GAC GGC TAA CTA CGT GCC AG  250nM
PHG_F CTC AAA GAG GGG GAC AAC AGT T 900 nM

PHG-I PHG_R GCC ATC TCA AAG CGG ATT G 900nM  [302]
PHGI_PR TAA GCC CAC GAC CCG GCA TCG 300 NM
PHG_F CTC AAA GAG GGG GAC AAC AGT T 900 NM

PHG-II PHG_R GCC ATC TCA AAG CGG ATT G 900nM  [302]
PHGII_PR TAA GCC CAC RGC TCG GCA TC 300 NM
£co, F CAT GCC GCG TGT ATG AAG AA 200 1M

cco £CO R CGG GTA ACG TCA ATG AGC AAA 00mM (349
cco pr  TATTAACTTTACTCC :TT CCTCCCCGCTGA o0
AKK_F CAG CAC GTG AAG GTG GGG AC 250 NM

AKK [350]
AKK_R CCT TGC GGT TGG CTT CAG AT 250 NM
RUM_F GGC GGC YTR CTG GGC TTT 250 NM

RUM [351]
RUM_R CCA GGT GGA TWA CTT ATT GTG TTA A 250 M
s MSM_F ACG CAG CTT AAA CCA CAG TC 150 nM
MSM_R AAA GAC ATT GAC CCR CGC AT 150 nM
BAC_F CRA ACA GGA TTA GAT ACC CT 300 NM

BAC [352]
BAC_R GGT AAG GTT CCT GCG ACC CT 300 NM
- ENB_F CAG GTC GTC ACG GTA ACA AG 125 nM
ENB_R GTG GTT CAG TTT CAG CAT GTA C 125 nM
Lo CLO F CTC AAC TTG GGT GCT GCA TTT 150 nM
CLO R ATT GTA GTA CGT GTG TAG CCC 150 nM
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Taula 13. Condicions de gPCR dels segilients marcadors: EUB, FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II, AKK, RUM,
BAC, MSM, ENi CLO.

Desnaturalitzacio Hibridacio i extensié Corba de fusi6
Cicles
Marcadors totals
Temps Temps Temps
a (0 a (0 a (0
™0 (min) ™ (C) (min) ™ (C) (min)
95 01:00
95 00:15
EUB 40 95 10:00 55 00:30
54 01:00
95 00:30
95 00:15
FPRAi ECO 40 95 10:00 na na
60 01:00
95 00:15
PHGI i PHG-II 40 95 10:00 na na
64 01:00
o5 0015 95 01:00
AKK, RUM, BAC :
, " ) 4 10: .
MSM, ENB i CLO 0 95 0:00 60 01:00 55 00:30
95 00:30

6. ANALISIS ESTADISTICS

Totes les analisis estadistiques es van realitzar mitjancant el paquet estadistic SPSS 23.0

(IBM, NYC, EUA). Els nivells de significacio es van establir per p-valors < 0,05.

La normalitat de les dades es va avaluar mitjangant la prova de Kolmogorov-Smirnov. La
prova no paramétrica Kruskal-Wallis s’ha utilitzat per comparar variables amb més de
dues categories. En canvi, el test de Mann-Whitney (dades no aparellades) i el test de
Wilcoxon (dades aparellades) s’han utilitzat per comparacions de dues categories en tots

els capitols.

En el capitol 2 1 3, s’ha aplicat I’analisi de la corba ROC per determinar la utilitat de cada
biomarcador per distingir els diferents diagnostics o entre 1’estat d’activitat. A més, es
van calcular valors de sensibilitat, especificitat, valors predictius positius, negatius i els
Likelihood ratios dels algoritmes dissenyats mitjancant el programa Epidat 3.1
(SERGAS, Xunta de Galicia, Espanya). A més, per desenvolupar els algoritmes RAID-
Dx i RAID-Monitor s’ha utilitzat 1a tecnologia Machine Learning. Aquesta metodologia
especifica consisteix en la repeticié d’un entrenament inicial realitzant 100 particions
aleatories del conjunt de dades i una validacio addicional dels models predictius generats
utilitzant 4 algoritmes diferents d’aprenentatge automatic (xarxa neuronal, regressio

logistica, arbre d’increment de gradients, bosc aleatori o “random forest”.
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1. INTRODUCCIO

La microbiota intestinal adherida a la mucosa viu adjacent a I’epiteli intestinal 1, per tant,
interactua directament amb el sistema immunitari de 1’hoste [353]. La microbiota que
trobem a la mucosa és homogenia i representativa de I’estat de la mucosa intestinal, no
obstant, degut a la necessitat de procediments invasius per a 1’obtencié de biopsies
intestinals, sovint per identificar i caracteritzar la microbiota intestinal s’utilitzen mostres
fecals ja que la seva obtenci6 no és invasiva, un aspecte desitjable a I’hora d’aconseguir

mostres cliniques.

La microbiota fecal presenta un alt grau de diversitat i una riquesa bacteriana
significativament superior a I’observada en mostres de biopsia intestinal [354]. Espécies
que formen part del filum de les Proteobacteries, es troben en major abundancia en la
mucosa intestinal, mentre que d’altres espécies dins el filum Firmicutes i Bacteroidetes
son molt més abundants en mostres fecals [355]. A més, tot i que la composicio bacteriana
varia al llarg del tracte digestiu [356,357], s’ha demostrat que els bacteris fecals tenen

més valor diagnostic que els localitzats en la mucosa intestinal [358].

En hospitals i, sobretot, en centres d’atencié primaria, les mostres de femta es fan servir
per estudiar parametres bioquimics (hemoglobina fecal, enzims, calprotectina fecal, etc.),

parametres microbiologics (infeccions, toxines, etc.), presencia de parasits, entre d’altres.

En la majoria dels casos, la recollida de la mostra pot realitzar-la el propi pacient al seu
domicili. La quantitat de mostra necessaria per a I'analisi varia en funcio del tipus d'estudi
que s'ha de realitzar. En estudis complexos com la recerca de greixos o parasits en femta
poden requerir d'una gran quantitat de mostra, i és per aixo, que sovint s’utilitzen pots de
femta estérils de 150 ml que permeten recol-lectar la mostra sencera o gran part de la
mateixa. Per contra, els estudis bioquimics o estudis de sang oculta en femta, requereixen

d'una menor gquantitat i sovint s’utilitzen tubs col-lectors més petits.

L’estudi de la microbiota fecal és un procés simple 1 rapid. Basicament, consisteix en
I’extraccio de I’ ADN total de la mostra i la posterior quantificacio per gPCR dels diferents
marcadors bacterians d’interés. Els métodes moleculars com ’amplificacié d’ADN per
PCR 1 la seqiienciaci6 d’ADN, s’utilitzen en molts estudis experimentals per a detectar
i/0 quantificar diferents espécies i grups bacterians en mostres fecals [359]. Tot i aixo,
aquest procés senzill contempla diferents fases que es poden considerar critiques degut a

que poden presentar un efecte significatiu en 1’analisi de la microbiota. Dintre d’aquests
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hi trobem la conservacid de la mostra, la heterogeneitat de la mostra, el procés utilitzat

per ’extracci6 del ADN, entre d’altres.

Per tant, I’heterogeneitat de la mostra pot suposar un punt critic ja que pot influir en la

abundancia de les espécies analitzades.

Un altre punt critic a tenir en compte és la conservacié de la mostra de femta per part del
pacient, des de la deposicio fins a la seva analisi a 1’hospital o al laboratori. La qualitat
de la mostra durant la conservacio es por veure afectada per la temperatura i pel temps.
Diversos estudis han conclos que la composicio de la comunitat bacteriana no es veu
afectada per I’exposicié de la femta a temperatura ambient (TA) durant 24 h, a 4°C durant
48 hores o congelada immediatament després de la seva recol-leccio a =20 o —80°C

[258,360-362].

En certs estudis, 1’obtencié d’una quantitat suficient d’ADN genomic €s un factor critic
per a I’analisi posterior de la microbiota. Tant la quantitat com la qualitat de I’ADN eluit
després del procés d’extraccio son crucials, sobretot per estudis a partir de mostres fecals
degut a que aquestes presenten una estructura heterogénia i contenen grans quantitats de
sals biliars, proteines i polisacarids complexos que poden inhibir la amplificacio per
gPCR [363].

L’ADN genomic extret ha de representar a totes les comunitats microbianes presents a la
mostra fecal. Generalment, els procediments d’extraccié6 d’ADN fecal inclouen passos
d’homogeneitzacié de la mostra, lisi de les cel-lules, eliminacié d’altres substancies 1
purificaci6 de I’ADN. Per alliberar I'ADN bacteria de manera efectiva a partir d'una
biomassa fecal complexa, es requereix d’una lisi quimica i mecanica eficient capag de
trencar la paret cel-lular de les cel-lules, especialment de bacteris gram-positius i fongs
més resistents [364]. Sovint, per realitzar la lisi mecanica, els kits d’extraccio d’ADN
comercials proporcionen tubs que contenen nombroses boletes (“beads”) de diferents
mides formades de diferents materials, com ceramica, vidre, zirconi o silice [364,365].
Aquestes “beads” son 1tils per a la homogeneitzacié de la mostra i per a la lisi mecanica
de les cél-lules mitjangant un vigords procés de vortex durant uns minuts. Aixi doncs,
abans d’escollir un kit d’extraccié definitiu per a I’extraccio d’ADN, ¢és aconsellable

comparar la capacitat de diferents Kits per extreure ADN.

Seguint tota la informaci6 anterior, s’han realitzat diferents proves experimentals amb la

finalitat de definir i optimitzar el procés analitic a seguir per a 1’analisi de diferents
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marcadors microbians per gqPCR. Aquestes proves es poden classificar en: proves de
conservacié de la mostra (comparacié entre tubs col-lectors i comparacio entre diferents
temperatures i temps de conservacio), proves per avaluar I’heterogeneitat de les mostres
i proves per determinar la capacitat del kit d’extraccio d’ADN (comparacio entre
diferents kits d’extraccié d’ADN).

2. RESULTATS

2.1 Conservacio de la mostra

Per a I’estudi de I’efecte de la conservacio de la mostra fecal en ’estudi de la microbiota
fecal, s’han realitzat dos experiments. El primer tenia com a objectiu avaluar 1’efecte del
tipus de recipient col-lector utilitzat per a la conservacio de la mostra fecal; i el segon el
d’estimar I’efecte de la temperatura i el temps de conservacié de la mostra de femta sobre

el rendiment d’ADN i I’abundancia de diferents marcadors bacterians.

Tub col-lector

En aquest estudi es van emprar 5 mostres de femta conservades a temperatura ambient
durant un temps inferior a les 4h després de la deposicio. Les 5 mostres provenien de 5
persones sanes d’acord amb el criteri d’un digestoleg. Cada mostra de femta es va
dipositar en un recipient de 150 ml amb tap de rosca hermétic (Condici6 A). De la mateixa
mostra, es va separar una porcié més petita que es va introduir en un tub col-lector de 8ml
(Condicio B). Totes les mostres, un cop recollides i separades segons condicid, van ser
homogeneitzades fins a aconseguir una bona uniformitat visual. L’analisi de 1es mostres
es va realitzar seguint els procediments descrits en 1’apartat de material i métodes. Les
espécies bacterianes analitzades van ser les segiients: FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II i
AKK. La concentracié d’ADN observada en les dues condicions de conservacio van ser
similars significativament entre la condicié A i la condicié B (p-valor = 0,437)(Figura
12).
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Figura 12. Concentracié d’ADN obtinguda en cada condicié de conservacié (n = 5). Les diferéncies
estadisticament significatives obtingudes pel test de Wilcoxon entre les dues condicions es troben
representades per: *; p-valor < 0,05, **; p -valor < 0,01 i ***; p-valor < 0,001.

A nivell de marcadors microbians, no es van trobar diferéncies per cap dels 5 marcadors

analitzats (FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II i AKK) quan les dues condicions van ser
comparables (Taula 14).

Taula 14. Mitjana dels valors de Cq dels diferent marcadors analitzats (FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II i AKK)
normalitzats per I'abundancia d’EUB =* desviaci6 estandard per a la condicié A (pot esteril de 150 ml) i la
condicio B (tub col-lector 8ml) (n = 5). Les diferéncies estadisticament significatives obtingudes pel test de
Wilcoxon entre les dues condicions estan representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor
<0,001.

FPRA ECO PHG-I PHG-II AKK
Condicio A 6,86 + 2,11 12,69 + 3,10 11,31 +£3,45 9,20+ 5,24 7,72 +6,90
Condicio B 6,81 +2,14 12,49+4,22 11,25 +3,37 9,35+5,38 8,02+ 7,08
p-valor 0,812 0,812 0,625 0,437 0,125

Condicions de conservacio

En aquest estudi es van utilitzar 9 mostres de femta conservades a temperatura ambient
amb un temps inferior a les 4h. De les 9 mostres, 5 van provenir de subjectes sans

certificats per un digestoleg i 4 van derivar de pacients diagnosticats de MlII.

Totes les mostres van ser recollides el mateix dia i es van sotmetre a 6 diferents condicions

de conservacio (Taula 15). A més, les mostres conservades a TA, es van conservar al llarg
de diferents temps (4h, 24h, 48h i 72h).

Taula 15. Condicions de conservacio de les mostres segons la temperatura i el temps post-deposicio.

Temperatura Temps Condicié
Congelada -80°C 1 hora 1
Nevera 4°C 12-20 hores 3
Temperatura ambient 25°C (TA) 4h, 24h, 48h i 72h 2,4,5,6
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Un cop les mostres van arribar al laboratori, aquestes es van separar en 4 aliquotes:

- Condici6 1: La primera aliquota es va homogeneitzar i es va congelar directament
a -80°C, essent la condicio basal.

- Condici6 2: La segona aliquota es va mantenir durant 4 hores a TA per simular
el temps transcorregut entre la defecacié de la mostra per part del pacient, i la
recollida al hospital. Despres de les 4h, la mostra es va homogeneitzar i es va
congelar a -80°C fins el dia de I’analisi.

- Condici6 3: La tercera aliquota es va mantenir durant 12-20h a 4°C (nevera)
simulant una deposicié per part del pacient el dia abans de la recollida al hospital.
Després d’aquest temps, la mostra es va homogeneitzar i es va congelar a -80°C
fins el dia de 1’analisi.

- Condici6 4, 5 i 6: La ultima aliquota es va subdividir en tres parts que es van
deixar 24h, 48h i 72h a TA. Després del temps necessari de cada condicio, la
mostra es va homogeneitzar i congelar a -80°C. Aquesta condicié permet coneixer
els canvis de la microbiota fecal segons el temps que es manté la mostra a TA.

L’analisi de les mostres es va realitzar seguint els procediments descrits en 1’apartat de
material 1 meétodes d’aquesta tesi. Els bacteris analitzats en aquest estudi van ser els

seguents: EUB, FPRA, ENB i CLO.

Quan es van comparar les diferents concentracions d’ADN extret per a cada condicio de
conservacié (-80°C, 4h TA i 12h 4°C), no es van observar diferencies significatives (p-
valor = 0,954). No obstant, la condicio en la que es va obtenir més concentraciéo d’ADN
va ser la condicio 1 (Figura 13). Per contra, es van trobar diferencies significatives en
comparar les 4 condicions de temps a TA (p-valor = 0,031); observant una menor
concentracio de ADN en les mostres conservades a TA durant 24h. Les elevades
desviacions estandards observades dins de cada condicié van ser donades per la gran

variabilitat observada entre les diferents mostres utilitzades.
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Figura 13. Concentracié d'ADN (ng DNA / g de femta) per a cada condicié de conservacio (n = 9) a)
comparacié entre congelacié, nevera i TA; b) comparacié TA a diferents temps a TA (4, 24, 48 i 72h).
Les diferéncies estadisticament significatives obtingudes pel test de Wilcoxon entre les condicions estan
representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i *** p-valor <0,001.

Passant a analitzar I’abundancia dels marcadors bacterians, es va observar que ENB varia
significativament segons la temperatura de conservacio de la mostra (Taula 16).
Concretament, va ser superior en aquelles mostres conservades a TA. No es van observar

diferencies significatives en I’abundancia de FPRA i CLO entre cap de les 3 condicions.

Taula 16. Mitjana dels valors de Cq dels diferent marcadors analitzats (FPRA, CLO i ENB) normalitzats per
labundancia d’'EUB * desviacié estandard per a cada condicié de conservacié. Les diferéncies
estadisticament significatives obtingudes pel test de Kruskal-Wallis entre les tres condicions estan
representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor <0,001.

FPRA CLO ENB
Condici6 -20°C 5,35+ 0,59 6,26 + 1,23 11,45+4,14
Condicio 4°C 5,59 + 0,85 6,95 + 2,43 11,61 +4,96
Condicio TA 5,56 £ 1,20 6,03 +£1,28 10,74 + 4,45
p-valor 0,505 0,076 0,002**

Pel que fa a la influencia del temps de conservacié a TA, I’abundancia de FPRA va
resultar significativament menor en aquelles mostres que van ser conservades durant 72h.
En canvi, I’abundancia de ENB va ser significativament superior en les mostres
conservades durant 48h i 72h. No es van trobar diferéncies significatives en I’abundancia
de CLO entre les tres condicions a TA (Taula 17).

Taula 17. Mitjana dels valors de Cq dels diferent marcadors analitzats (FPRA, CLO i ENB) normalitzats per
I'abundancia d’EUB + desviacio estandard per a cada condicié de conservacio a TA (n = 9). Les diferéncies
estadisticament significatives obtingudes pel test de Kruskal-Wallis entre les quatre condicions estan
representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor <0,001.

Condici6 FPRA CLO ENT
TA 4h 5,99 £ 1,50 5,98 +£2,02 9,95 £ 4,47
TA 24h 6,20+1,41 5,68 +£1,86 9,64 £ 4,07
TA 48h 6,58 + 1,26 6,11 +1,82 7,50 + 2,83
TA 72h 6,79 +1,33 5,97 + 2,36 8,15+4,10
p-valor 0.000*** 0.332 0.001***
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2.2 Homogeneitzacio de la mostra

Es va avaluar si la distribucio de la microbiota fecal era suficientment homogénia per
I’analisi de les signatures bacterianes 0 Si per contra, calia homogeneitzar-la degut a que
la microbiota es distribuia de manera heterogénia en una mostra fecal. Per aix0, es va fer
un experiment que consistia en agafar diferents porcions d’una mostra de femta sense
homogeneitzar i posteriorment homogeneitzar-la. A continuacio, es van comparar els
resultats obtinguts tant a nivell de rendiment d’ADN com a nivell de marcadors

bacterians.

Per fer-ho, es van utilitzar 10 mostres de femta amb estructura definida (escala Bristol 3-
4). De les 10 mostres, 5 van provenir d’individus asimptomatics o sans i 5 provinents de

pacients diagnosticats de MII. Cada mostra de femta es va dividir en dues parts:

- Part superficial: Regio en contacte amb I’exterior (ambient aerobic).
- Part interna: Regidé sense contacte amb I’exterior de la mostra (ambient

anaerobic).

De cada una de les dues parts, es van agafar cinc submostres de diferents zones de la
mostra (central, distal i proximal). Després d’agafar totes les submostres de les diferents
regions (Figura 14), la mostra sobrant va ser homogeneitzada per tal de poder comparar
I’abundancia dels marcadors bacterians entre les diferents submostres provinents de

diferents regions i la mostra homogeneitzada.

CENTRAL

DISTAL PROXIMAL

/" INTERNA

SUPERFICIAL
Figura 14. Regions utilitzades de la mostra de femta.

L’analisi de les mostres es va realitzar seguint els procediments descrits en 1’apartat 2 de

material i métodes. Els bacteris analitzats van ser els seguents: EUB, FPRA, ENB i CLO.

El rendiment d’ADN observat en les mostres homogeneitzades va ser significativament
inferior que a les mostres intactes (p-valor = 0,005 i p-valor = 0,015, respectivament). En
aquestes mostres, no es van observar diferencies significatives entre les regions interna i

externa (p-valor = 0,226). (Figura 15).
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Figura 15. Concentraci6 d’ADN per a cada condici6 (n = 10). Les diferencies estadisticament
significatives obtingudes pel test de Wilcoxon entre les dues condicions estan representades per: *, p-
valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor <0,001.

Al comparar les especies bacterianes, I’abundancia de ENB va ser significativament
inferior en les regions internes en comparacié amb la mostra homogeneitzada (p-
valor=0,041*) i amb les regions superficials (p-valor=0,030*). No es van observar

diferencies significatives pels marcadors FPRA i CLO (Taula 18).

Taula 18. Mitjana dels valors de Cq dels diferent marcadors analitzats (FPRA, CLO i ENB) normalitzats per
I'abundancia d’EUB + desviacio estandard per a cada condicié (n = 10): Homogeneitzat, regi6 superficial i
regio interna. Les diferéncies estadisticament significatives obtingudes pel t-test en el cas FPRA i ENB i el
test de Wilcoxon per CLO estan representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor <0,001.

FPRA CLO ENB
Homogeneitzat 5,88 + 1,06 9,73 +4,54 10,82 + 2,11
Superficial 5,84 +1,17 9,97 £ 4,60 10,34 £1,80
Interna 5,84 +1,01 10,16 £5,48 11,10 £ 2,51
p-valor
Homog. vs Superficial 0,636 0,621 0,041*
Homog. vs Interna 0,310 0,289 0,563
Superficial vs Interna 0,948 0,882 0,030*

2.3 Kit d’extraccio d’ADN

L’objectiu d’aquesta prova va ser comparar el funcionament del kit triat per a I’extraccio
i purificacié d’ADN, Nucleospin Soil kit (Macherey-Nagel, Duren, Alemanial), en front
d’altres alternatives com ara: Mini kit QIAamp ADN Stool (QIAgen) i el Maxwell 16
LEV Purification for Stool kit (Promega). Els parametres emprats per a aquesta
comparacio van ser la concentracio final d’ADN i ’abundancia obtinguda per al marcador

FPRA.

Nucleospin Soil, a diferéncia dels altres dos kits, inclou “beads” que faciliten la

disgregacié mecanica de la mostra. S ha descrit que els kits que no presenten una fase de
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lisi mecanica poden causar cert biaix [366,367]. Aixi doncs, per tal de comparar tots els
kits en les seves millors condicions, els kits que no incorporen tubs amb “beads” en el seu

protocol, es van utilitzar amb 1 sense tubs amb “beads”.

En aquest estudi es van utilitzar 3 mostres de femta procedents de controls sans designats
segons el criteri d’un digestoleg. L’analisi de les mostres es va realitzar seguint els
procediments descrits en 1’apartat de material i métodes. L’extraccio de I’ADN utilitzant
els diferents kits d’extraccid es va fer seguint les instruccions de cada fabricant. Els

bacteris analitzats van ser els segtients: EUB i FPRA.

Quan els diferents kits es van utilitzar seguint les especificacions del kit (sense “beads”),
el rendiment en termes de concentracio d’ADN va ser significativament més gran amb
Nucleospin soil (p-valor = 0,017). Quan es van utilitzar les “beads” en tots els kits
d’extraccid, només es van observar diferéncies significatives quan es van comparar el kit
Nucleospin soil i el kit de Qiagen (p-valor = 0,031). No es van trobar diferéncies
significatives quan es van comparar el kit de Qiagen i el kit de Promega (Figura 16).
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Figura 16. Concentraciéo d’ADN (ng DNA / g de femta) per a cada kit d’extraccié (n = 3): A; Nucleospin
Soil, B; Qiagen amb “beads”, C; Qiagen sense “beads”, D; Maxwell amb “beads” i E; Maxwell sense
“beads”. Les diferéncies estadisticament significatives obtingudes pel test de Wilcoxon entre les dues
condicions estan representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor <0,001.

Quan els diferents kits es van utilitzar seguint les instruccions del fabricant, I’abundancia
de FPRA va ser significativament superior en les mostres extretes amb Nucleospin en
comparacié amb el kit de Qiagen (p-valor = 0,004). En canvi, no es van observar
diferéncies significatives quan Nucleospin es va comparar amb el kit Maxwell (p-valor =
0,167). No obstant, el kit de nucleospin va obtenir una abundancia de FPRA
significativament superior a I’obtinguda per els altres dos kits de Qiagen i Promega quan
es van utilitzar tubs amb “beads” (p-valor= 0,024 i p-valor = 0,009, respectivament). No
es van observar diferéncies significatives quan el kit de Qiagen i Promega es van

comparar (Figura 17).
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Figura 17. Mitjana i desviacioé estandard de I'abundancia de FPRA normalitzada per I'abundancia d’EUB
per a cada kit d’extraccio i per a cada condicio (n = 3): A; Nucleospin Soil, B; Qiagen amb “beads”, C;
Qiagen sense “beads”, D; Maxwell amb “beads” i E; Maxwell sense “beads”. Les diferéncies
estadisticament significatives obtingudes pel test de Wilcoxon entre les dues condicions estan
representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i *** p-valor <0,001.

3. DISCUSSIO

Els métodes i protocols utilitzats per a I’estudi de la microbiota per al diagnostic a partir
de mostres de femta humanes han de ser robustos, precisos, fiables i dissenyats de manera
optima per assegurar la reduccié del biaix introduit per factors que poden esdevenir
determinants en el resultat final, com ara les condicions de transport i emmagatzematge,
les técniques d’homogeneitzacio, el metode d’extraccid d’acids nucleics, entre d’altres

[368].

El métode de conservacio6 de la mostra és crucial a I’hora d’assegurar una reproductibilitat
en els resultats. EI recipient utilitzat per a la conservacié de la mostra pot crear un cert
biaix en I’abundancia de les espécies microbianes estudiades degut a que no en tots els
col-lectors s’acaba recollint la totalitat de la mostra. No obstant, cap dels marcadors

estudiats va mostrar diferencies significatives entre els dos tubs col-lectors utilitzats.

La congelacio directa a -20°C o -80°C es considera normalment el millor méetode de
conservacié de mostres fecals. No obstant aixo, no és sempre factible ja que molts estudis
requereixen de la recollida de la mostra fecal per part del pacient. En aquest estudi, es va
observar un augment significatiu en ’abundancia de les Enterobacteriacies a TA en
comparacié amb directament la conservacié a -80°C. Les Enterobacteriacies son una
familia de bacteris gramnegatius, anaerobis facultatius, on Escherichia coli és I’espécie
més prevalent sovint implicada en infeccions intestinals i molt probablement en episodis
inflamatoris [221]. A més, es va detectar un augment en I’abundancia d’aquest grup al
llarg del temps a TA. El sobre-creixement mostrat pot ésser degut al seu caracter

oportunistai a les condicions favorables necessaries pel seu rapid creixement en detriment

74



Amoedo 2020. Signatures bacterianes en la Ml

d’altres espécies més estrictes. A diferéncia d’allo observat per E. coli, I’abundancia del
bacteri anaerobi estricte Faecalibacterium prausnitzii va disminuir quan les mostres van
ser conservades a TA durant diferents dies. Aquests resultats estan d’acord amb altres
estudis que mostren canvis en la microbiota intestinal segons la condicié de conservacid
[144,369,370]. En un dels estudis, s’observen canvis en 1’abundancia relativa d’espécies
facultatives com ara les que pertanyen al genere Bifidobacterium, i una disminucié en
I’abundancia relativa d’anacrobis estrictes dels géneres Anaerostipes, Ruminococcus,
Faecalibacterium i Lachnospiraceae, pertanyents al filum Firmicutes en mostres
conservades a TA durant diferents dies [369]. Altres estudis van presentar resultats
concordants identificant una disminucié similar en bacteris que pertanyen al filum
Firmicutes en mostres emmagatzemades a TA durant 72 hores [144,370] [144]. No
obstant, altres estudis no han observat diferéncies significatives entre mostres fecals
congelades, conservades a 4°C i a TA durant 24h [362,371].

Davant els canvis observats atribuibles a les condicions d’emmagatzematge, s’han
proposat diferents solucions tamponades com a estabilitzants de la mostra fecal.
Existeixen reactius comercials dissenyats per a la conservacié de I’ARN de la mostra com
ara el RNAlater, que s'utilitzen comunament com a conservants generals. No obstant, s'ha
demostrat que no funcionen correctament en la conservacié de la composicio de la
microbiota [372,373]. Els tampons que contenen EDTA poden inhibir el creixement de

certs bacteris a les concentracions utilitzades per la preservacio de mostres [374,375].

La microbiota fecal no només no es distribueix uniformement sin6 que pot presentar una
estructura definida dins la propia mostra de femta. Aixo justifica la necessitat d’una
correcta homogeneitzacio de la mostra per qualsevol meétode, la qual redueix
significativament la variacid intraindividual de bacteris detectats en mostres de femta
[368,376,377]. En el present estudi, I’abundancia d’Enterobacteriacies en les regions
superficials, més exposades a 1’oxigen, va ser superior a 1’observada en les mostres
homogeneitzades i també en les regions internes. Aquest resultat confirma que el grau
d’homogeneitat inicial difereix segons la regié de la mostra. Es per aixd que
I’homogeneitzacio de les mostres és considera un pas prioritari per a la reproductibilitat
dels resultats. Altres estudis ja descriuen la heterogeneitat de les mostres de femta.
Santiago i Manichann el 2014 van voler examinar en 8 subjectes sans si les diferents
capes dels excrements eren igualment representatives, comparant-les amb una mostra

totalment homogeneitzada i van concloure que és recomanable la homogeneitzaci6 dels
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excrements, pero no indispensable [260]. Tot i aix0, per tal de minimitzar les diferencies
intra-mostra, certs estudis han demostrat 1’efectivitat de la homogeneitzacié de la mostra
fecal [369,376,378].

El rendiment de 1’extracci6 d’ADN bacteria es pot veure afectada per 1’eficacia de la lisi,
la qual es pot veure afectada per la composicio i el gruix de la paret cel-lular bacteriana.
Una lisi insuficientment drastica pot fer que algunes espécies puguin ser subestimades o
caure per sota el llindar de deteccio de 1’analisi. Aix0 pot afectar especialment a bacteris
gram-positius amb paret cel-lular gruixuda com per exemple especies dintre del filum
Firmicutes, com seria el cas de I’espécie Faecalibacterium prausnitzii, o altres bacteris
que presentin acid micolic en la paret cel-lular com per exemple els membres de la familia
Actinobacteriacies [379]. La disrupcié mecanica amb “beads”, ultrasons o amb alta
pressio, és la manera més efica¢c d’aconseguir el trencament de la paret cel-lular. En
aquest estudi el kit que amb el qué s’obtenia un major rendiment en termes de
concentracio d’ADN era el Nucleospin Soil. Nomeés el kit Maxwell 16 LEV Purification
for Stool, amb tubs amb ‘“beads”, va obtenir una concentraci6 d’ADN similar. La
disrupcio mecanica ja ha estat descrita préviament com un pas previ a la lisi que produeix
un major rendiment en I’extraccio i purificacio6 d’ADN [363,379,380]. A més, la
concentracio de FPRA va ser significativament superior utilitzant el kit Nucleospin Soil
cosa que demostra la gran capacitat, en comparacio amb els altres Kits utilitzats, per

extreure DNA d’espécies amb parets cel-lulars més gruixudes.

En resum, les condicions optimes per a la conservacid de mostres fecals destinades a
estudis de microbiota per diagnostic de malalties digestives son: utilitzar pots estérils de
150 ml o tubs col-lectors de 8ml, congelacié directament després de la deposicié o
conservacié a TA durant un periode inferior a 48h, homogeneitzaci i utilitzacio del kit
Nucleospin Soil de Macherey Nagel, amb un pas de disrupcié mecanica amb “beads”

previ a la lisi.
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1. INTRODUCCIO

La sindrome de l'intesti irritable (SI1) és un trastorn funcional gastrointestinal que afecta
entre el 9% i el 22% de la poblacio als EUA i a Europa [110,111,381]. El seu diagnostic
es basa en la simptomatologia que es troba sistematitzada en els criteris de Roma IV. Aixi
doncs, la SII es diagnostica a partir de 1‘aparicié de dolor abdominal recurrent que ha de
ser present almenys un dia a la setmana, amb dues o més de les seglients caracteristiques:
1) dolor associat a la defecacio, 2) dolor relacionat amb un canvi en la frequéncia de
deposicions, 3) dolor relacionat amb un canvi en la consisténcia de la deposicio. En el cas
de la durada de les molésties, cal tenir en compte que els criteris han de complir-se durant
els Gltims tres mesos i els simptomes haurien d'haver comencat almenys sis mesos abans
del diagnostic [382].

Varis aspectes de la simptomatologia d’aquest desordre intestinal, son compartits amb
altres trastorns funcionals de ’intesti com ara el restrenyiment funcional o la diarrea
funcional, o les malalties organiques com és el cas de la MII, entre d’altres [383,384]. Per
tant, tot i que els criteris de Roma IV estan ben establerts i son obligatoris, no sén

suficients per establir el diagnostic de la SlI.

Davant 1’abséncia d’un test capag¢ de diagnosticar en positiu la SII, en la practica clinica
habitual es realitzen tot un seguit d’exploracions per reforgar el seu diagnaostic. En primer
lloc, es fan un seguit de proves minimes de laboratori que inclouen I’hemograma, 1’analisi
de la proteina C reactiva, el perfil de la tiroide, les proves serologiques de la malaltia
celiaca, 1’analisi microbiologica de les femtes (bacteris, parasits i ous), la calprotectina

fecal (FC) entre altres.

Una de les primeres opcions en el diagnostic diferencial d’aquesta malaltia tant dels
metges d'atencié primaria com dels especialistes gastrointestinals a I'hora d'avaluar un
pacient amb dolor abdominal i amb alteracio del ritme deposicional amb predomini de
diarrea és la possibilitat de trobar-se davant d’una MII. Actualment, la CF és un dels
parametres més utilitzats per diferenciar la MII dels trastorns funcionals, com ara la Sl
[385-387]. La CF és un bon marcador per al diagnostic de la MII. No obstant, quan les
proves minimes de laboratori s6n normals, la CF és incerta i el pacient continua amb la
simptomatologia, la realitzaci6 d’una colonoscopia es 1’opcid escollida per descartar
definitivament una malaltia organica. Malauradament, la colonoscopia és un metode

invasiu, car i amb poca acceptacid per part dels pacients [67,68,71]. La colonoscopia no
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es realitza en aquells pacients amb una CF inferior a 50 pg/g ja que es consideren pacients
amb SlI. En canvi, tots aquells pacients amb una CF superior 50 pg/g de femta sén
sospitosos de presentar una MII i per tant, si la CF continua elevada, s’acaba realitzant

una colonoscopia.

A l'intesti huma existeix un complex ecosistema microbia capag de realitzar una amplia
varietat de funcions implicades en la nutricio i en la regulacié de la salut de I'noste de

diferents maneres [388].

S’ha descrit que les comunitats bacterianes presents en la mucosa del colon de pacients
amb colitis ulcerosa (CU), malaltia de Crohn (MC) o amb SlI sén estructuralment
diferents, comparades amb 1’observada en subjectes sans [117,222,254,390]. Una de les
espécies proinflamatories implicades és Escherichia coli. Es ben conegut que la carrega
d’aquest bacteri augmenta en pacients amb MII [221]. Escherichia coli té el potencial
d’afectar la integritat de la mucosa intestinal, contribuint a una disfuncié de la barrera
epitelial, aixi com a la fisiopatologia de la MII [391]. D’altra banda, segons estudis
recents, els pacients amb MII presenten una menor abundancia de F. prausnitzii. Aixo
s’ha pogut demostrar tant en mostres de mucosa intestinal com en mostres de femta
[55,221,252,356,392-394]. A més, s'ha evidenciat que la quantificacié d’aquesta espécie
podria ser un bon biomarcador per tal de discriminar diferents trastorns intestinals
[221,250]. Dins d’aquesta espécie hi ha dos filogrups clarament diferenciats des del punt
de vista taxonomic [294]. Ambdos sén presents a les femtes de subjectes sans, i les seves

respectives abundancies poden variar depenent del trastorn intestinal [302].

A partir d’aquestes dades, i mitjangant 1’analisi de la microbiota fecal, s’ha dissenyat un
nou metode no invasiu (RAID-Dx) que permet discriminar a partir de 1’estudi de la
microbiota fecal, aquells pacients amb SII d’aquells que presenten MII. Aquesta prova
es basa en una combinacio matematica de set marcadors bacterians fecals descrits
anteriorment en mostres de biopsia [221,294,322]. Aixi doncs, el RAID-Dx permet
detectar signatures bacterianes especifiques per la Sl a través d'una mostra de femta.

2. MATERIAL | METODES DE L’ESTUDI
2.1 Poblacio d’estudi

En aquest estudi es van reclutar un total de 52 pacients amb MII i 52 pacients amb Sl de
la unitat de MII dels serveis d’ Aparell digestiu de sis hospitals: Hospital Universitari Dr.

Josep Trueta [Girona, Catalunya], Hospital Santa Caterina [Salt, Catalunya], Hospital
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Universitari de Bellvitge [Hospitalet de Llobregat, Catalunya], Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol [Badalona, Catalunya], Centre Médic Teknon [Barcelona,
Catalunya] i el Beth Israel Deaconess Medical Center [Boston, USA]. Els pacients amb
MII es van diagnosticar seguint els criteris clinics, patologics i endoscopics. Els pacients
amb SlI es van caracteritzar per presentar criteris de Roma IV positius i comportament
diarreic o altern. Tots els pacients inclosos, es van sotmetre a una colonoscopia
clinicament indicada al Departament de Gastroenterologia de qualsevol dels centres
participants. Els malalts de M1l van presentar una colonoscopia amb activitat inflamatoria
(SES-CD > 0 punts per MC i IEM > 0 punts per CU), mentre que els pacients amb SlI

van presentar una colonoscopia sense lesions macroscopicament valorables.

Els criteris d’inclusi6 dels pacients van consistir en: diagnostic de MC o CU o SII, edat
igual o superior a 18 anys i colonoscopia programada. Per la seva banda, els criteris
d’exclusié van ser: pacients que van rebre tractament antibiotic i/o antidiarreics i/o
prebiotics i/o probiotics durant 1’ultim mes, embaras, morbiditat severa i preséncia
d’alguna cirurgia intestinal prévia o qualsevol condici6 intestinal significativa que pugui

alterar els resultats segons els criteris dels investigadors.

2.2 Calprotectina fecal

De cada mostra fecal es va determinar la CF. La capacitat diagnostica de la CF es va
determinar a partir dels valors de sensibilitat i especificitat obtinguts utilitzant el punt de
tall de la CF més precis observat en aquest estudi. A més, també es va analitzar la CF
utilitzant altres punts de tall utilitzats habitualment en la practica clinica (50 pg/g, 100

pg/g i 150 pg/g de femta).

2.3 Conservacio, transport i extraccio de ADN

Les condicions de conservacio i el transport de les mostres als hospitals i I’extraccio de
I’ADN es troben ampliament detallats en 1’apartat 1.2 i 1.4 dins la seccio de Material i

meétodes.

2.4 Quantificacio dels marcadors bacterians per qPCR

Es va dissenyar un sistema de PCR quantitativa a partir de set espécies bacterianes
especifiques més els Eubacteris (EUB), que van ser utilitzats per a la normalitzacio de les
dades. Cadascun dels biomarcadors seleccionats presentava una seqliéncia geneética
especifica. Els bacteris diana van ser Faecalibacterium prausnitzii (FPRA), F. prausnitzii
phylogroup | (PHG-I), F. prausnitzii phylogroup Il (PHG-II), Escherichia coli (ECO),
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Akkermansia muciniphila (AKK), Rumminococcus sp. (RUM), Methanobrevibacter
smithii (MSM) i el grup filogenétic Bacteroidetes (BAC).

Les condicions de quantificacié dels diferents marcadors per gPCR es troben

especificades en 1’apartat 1.5 dins dels material i métodes generals.

2.5 Definicio del RAID-Dx

RAID-Dx és una prova no invasiva realitzada a partir d’'una mostra de femta, que fa servir
un algoritme matematic que combina tots els marcadors indicats a I’apartat anterior. El
RAID-Dx permet diferenciar els pacients de SII d’aquells amb MII. L’algoritme RAID-
Dx va estar definit utilitzant de manera aleatoria el 70% de les dades i posteriorment
validat amb el 30% restant. Aixi doncs, el resultat final obtingut per aquest algoritme és

categoric, classificant els pacients en MIl o SII.

2.6 Eines estadistiques

En termes d’analisi qualitativa, es va considerar abséncia del marcador analitzat quan no

es va obtenir un Cq a I’analisi de qPCR.

El poder d’aquesta prova de concepte (87%) es va calcular mitjancant el paquet estadistic
G * Power 3.1.9.2, en concret el modul per a dos grups independents, post-hoc. Aixo es
va aconseguir a partir de la mostra N de cohorts de MII i SlI tot definint un nivell de

significacio6 del 5% 1 una mida d’efecte gran (d = 0,8).

L’analisi de la corba de la caracteristica operativa del receptor (ROC) es va aplicar per
determinar la capacitat de la CF i dels diferents marcadors bacterians individuals per
diagnosticar diferencialment aquells pacients amb SlI en relacié als pacients de MII. La

precisié de la discriminacid es va obtenir mesurant 1’area sota la corba ROC (AUC).

La prova de McNemar es va utilitzar per comparar la capacitat de les diferents
metodologies emprades en aquest estudi (CF i RAID-Dx). L’estadistica s’ha realitzat
utilitzant el paquet estadistic SPSS 23.0 (IBM, NYC, USA). Els nivells de significanca

es van establir per als valors p < 0,05.
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3. RESULTATS

3.1 Dades demografiques

Un total de 104 pacients van participar en aquest estudi. D’aquests, 52 van ser
diagnosticats amb MII 1 52 de SII. Les dades rellevants sobre la poblacié d’estudi es

recopilen a la taula 19.

Taula 19. Caracteristiques dels pacients de Mll i Sl reclutats en I'estudi.

Pacients Ml Pacients SlI
Pacients inclosos (N) 52 52
Sexe, Masculi, N (%) 66 (49,6) 25 (46,3)
Edat (Mitjana + DS) 48,0+12,9 451 +125
Caucasics, N (%) 50 (94,0) 49 (92,1)

3.2 Marcadors bacterians en el diagnostic diferencial entre MIl i Sli

L’abundancia de cada marcador bacteria es va comparar entre els pacients amb MII i SII.
L’abundancia de AKK i MSM va ser significativament superior en els pacients amb Sl|
en comparacié amb I’observada en els pacients amb MII (p-valor = 0,008 i 0,001,
respectivament). Per contra, I’abundancia de Bac va ser significativament inferior en
aquests pacients amb comparaciéo amb 1’observada en els pacients amb MII (p-valor <
0,001). No es van trobar diferéncies significatives per a la resta de marcadors analitzats

(Figura 18).
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Figura 18. Mitjana de valors de Ct de cada marcador normalitzat per EUB (FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II,
AKK, RUM, MSM i BAC) per a les malalties Sll (n = 52) i Mll (n = 52). Les diferéncies estadisticament
significatives obtingudes pel test de Mann-Whitney entre les dues condicions estan representades per:
* p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-valor <0,001.

83



Resultats. Cap2. RAID-Dx

Es va analitzar la capacitat de cada marcador per discriminar els pacients amb Sll
d’aquells amb MIIl. AKK va presentar una AUC de 0,648, mostrant una sensibilitat del
73,1% per diagnosticar els pacients amb SlI i una especificitat del 59,6% per al diagnostic
de la MIl. MSM va obtenir una AUC de 0.680 amb una sensibilitat i especificitat del
76,9% i el 59,6% respectivament. EI millor marcador per discriminar entre ambdds
malalties va ser Bac amb una AUC de 0,691, una sensibilitat del 80,8% i una especificitat
del 50,0%.

Degut a que cap marcador individual va mostrar una alta precisié per discriminar entre
els pacients amb Sl i els pacients amb M1, es va desenvolupar un nou metode, anomenat
RAID-Dx, basat en un algoritme que combina els diferents marcadors bacterians

analitzats per tal de diferenciar els pacients amb ambdos trastorns.

3.3 La Calprotectina Fecal en el diagnostic diferencial de la Sl!

Els nivells de calprotectina fecal van ser significativament superiors en els pacients amb
MII (994,8 + 715,8 ng/g de femta) en comparacié amb 1’observada en els pacients amb
Sl (145,6 £ 255,4 ng/g de femta) obtenint un p-valor > 0,001. La CF va mostrar una gran
capacitat per discriminar ambdues malalties (AUC = 0,854), no obstant, els resultats de
sensibilitat i especificitat van variar considerablement segons el punt de tall utilitzat
(Taula 20).

Taula 20. Sensibilitat (SENS), especificitat (ESPE), valor predictiu positiu (VPP), valor predictiu negatiu
(VPN), ratio de probabilitat positiva (LR+) i la relaci6é de probabilitat negativa (LR-) de la Calprotectina fecal
a diferents punts de tall (50 pg/g, 100 pg/g, 150 pg/g i 165 pg/g) per a la discriminacio de la Sindrome del
Intesti Irritable i la Malaltia Inflamatdria Intestinal.

Calprotectina Calprotectina Calprotectina Calprotectina
Fecal 50 pg/g Fecal 100 pg/g Fecal 150 pg/g Fecal 165 pg/g

SENS (%; CI95%) 51,9 (37,4-66,5) 69,2 (55,7-82,7)  75,0(62,3-87,7) 80,8 (69,1-92,4)
ESPE (%; CI 95%) 90,0 (77,6-100,0) 86,7 (72,8-100,0) 83,3 (68,3-98,3) 83,3 (68,3-98,3)

VPP (%; Cl 95%) 90,0 (77,6-100,0) 90,0 (79,4-100,0) 88,6 (78,1-99,1) 89,4 (79,5-99,2)

VPN (%; Cl 95%) 51,9 (37,4-66,5) 61,9 (46,0-77,8) 65,8 (49,4-82,2) 71,4 (55,0-87,8)
LR+ (CI 95%) 5,19 (1,72-15,68) 5,19 (2,05-13,16) 4,50 (1,99-10,17) 4,85 (2,15-10,91)
LR- (CI 95%) 0,53 (0,39-0,73) 0,36 (0,23-0,55) 0,30 (0,18-0,49) 0,23 (0,13-0,41)

Els millors resultats de sensibilitat i especificitat es van obtenir ficant el punt de tall a 165
pg/g de femta (80,85% i 83,3% respectivament). Tot i que el punt de tall més establert en

la practica clinica habitual (50 pg/g de femta) va presentar molt bons resultats per la Ml
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arribant a una especificitat del 90,0%, la capacitat per diagnosticar correctament el
pacients amb SlII va ser molt baixa, obtenint una sensibilitat del 51,9%, la qual cosa

produeix un augment considerable del nombre de colonoscopies innecessaries.

3.4 RAID-Dx en el diagnostic diferencial de la SlI
El RAID-Dx es va definir utilitzant el 70% de les dades totals (35 pacients de Sll i 35

pacients amb MII) i es va validar amb el 30% restant de les dades (17 pacients amb Sl i
17 pacients amb MII). Els resultats de la definicié del algoritme van mostrar uns valors
elevats de sensibilitat i especificitat del 94,3% i del 91,4% respectivament (Taula 21).
Quan I’algoritme va ser validat amb el 30% de les dades, encara que el valor de sensibilitat
va disminuir fins al 88,2%, el valor d’especificitat va augmentar fins al 94.1%. Aixi
doncs, el RAID-Dx va presentar una alta capacitat per diagnosticar diferencialment la Sli
de la MII.

Taula 21. Sensibilitat (SENS), especificitat (ESPE), valor predictiu positiu (VPP), valor predictiu negatiu
(VPN), ratio de probabilitat positiva (LR+) i la relacié de probabilitat negativa (LR-) del RAID-Dx en la seva
fase de definicié (80% de les dades) i en la seva fase de validaci6 (30% de les dades) per al diagnostic
diferencial de la Sll i la MIL.

Definici6 Validacié

RAID-Dx RAID-Dx
SENS (%; Cl 95%) 94,3 (85,2-100,0) 88,2 (70,0-100,0)
ESPE (%; Cl 95%) 91,4 (80,7-100,0) 94,1 (88,0-100,0)
VPP (%; Cl 95%) 91,7 (81,2-100,0) 93,7 (78,8-100,0)
VPN (%; Cl 95%) 94,1 (84,7-100,0) 88,9 (71,6-100,0)
LR+ (Cl 95%) 11,00 (3,72-32,56) 15,00 (2,22-101,23)
LR- (CI 95%) 0,06 (0,02-0,24) 0,13 (0,03-0,46)

Tot i que els valors de sensibilitat i d’especificitat obtinguts en la validacio del RAID-Dx
van ser superiors als obtinguts per a la Calprotectina fecal amb el seu punt de tall optim
de 165 pg/g observat en aquest estudi, no es van observar diferéncies significatives entre
les dues metodologies pel que fa a la sensibilitat i I’especificitat (p-valor = 0,146 i p-valor
=1,000). Quan la calprotectina es va analitzar utilitzant el punt de tall preestablert en la
practica clinica (50 pg/g de femta), la sensibilitat del RAID-Dx va ser significativament
superior a I’observada per la CF (p-valor < 0,001. La especificitat va ser igual per als dos
metodes (p-valor = 1,000). Aixi doncs, la realitzacio del RAID-Dx en pacients amb SlI
suposaria una reduccié del 84% de les colonoscopies innecessaries degudes a un

diagnostic erroni per part de la calprotectina fecal (50 pg/g de femta).
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4. DISCUSSIO

La sindrome del Intesti Irritable és tradicionalment diagnosticada a partir dels criteris
clinics de Roma IV, els quals presenten una capacitat limitada per diagnosticar la Sll,
amb una sensibilitat del 75% en atenci6 primaria [395]. Malauradament, el seu diagnostic
continua sent dificil perque és clinicament heterogeni, no presenta marcadors biologics i
moltes altres malalties intestinals comparteixen les seves manifestacions cliniques. Per
exemple, més del 70% dels pacients amb MII compleixen els criteris de Roma IV definits
per a pacients amb SlI [396]. La cerca d’una marcador que sigui capa¢ de diagnosticar la
Sll de forma especifica permetria alleujar la incertesa i millorar la qualitat de vida del
pacient, evitar efectes adversos de medicaments o tractaments innecessaris, estalviar eines
diagnostiques i cirurgies innecessaries, preservar els limitats recursos sanitaris i iniciar el

tractament més adequat pel pacient el més aviat possible.

El diagnostic de la MII s'ha basat historicament en una combinacié de la historia clinica,
I’estudi de parametres en sang, la radiologia, I’endoscopia i anatomia patologica. Aixi
doncs, hi ha una gran necessitat d’un biomarcador fecal capa¢ de reduir la necessitat de
procediments endoscopics invasius en pacients amb Sll. La capacitat de la CF com a
marcador pel diagnostic de la MII ha estat ampliament demostrada [61,397,398]. Molts
estudis realitzats en centres especialitzats de referéncia han demostrat una alta capacitat
de la CF per diferenciar entre la M1 i diferents trastorns intestinals com la SI1. No obstant,
la CF no és especifica només de la MI1 i altres processos poden incrementar-la, tals com
el cancer colorectal, certes infeccions gastrointestinals i altres entitats inflamatories com

la colitis microscopica o la diverticulitis [399].

En aquest estudi la CF s’ha analitzat a diferents punts de tall. En la practica clinica, el
punt de tall a 50 pg/g de femtes s’utilitza com a nivell especific per detectar malalties
organiques, ja que s’obté un alt valor predictiu negatiu [400]. En canvi, punts de tall més
elevats no sén recomanables degut a I’increment dels falsos negatius, la qual cosa fa que
es redueixi el nombre de pacients amb MII correctament diagnosticats. En el nostre estudi
la CF va presentar una alta capacitat pel diagnostic de la M1l amb una especificat elevada
del 90,0% quan el punt de tall de la CF va ser utilitzat a 50 pg/g de femtes. Per contra, la
capacitat per diagnosticar aquells pacients amb Sll va ser menor, mostrant una sensibilitat
del 52% degut a que un percentatge elevat de pacients amb SlI va presentar uns nivells
de CF superiors a 50 pug/g de femta. Aquests resultats s’assemblen a d’altres on també es

va observar una menor capacitat de la CF per diagnosticar la S1I [401]. En altres estudis,
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la sensibilitat de la CF va variar del 63% al 100% i I’especificitat del 80% al 100% per
distingir pacients amb MII de pacients amb SIl [61,81,401-403]. La capacitat de la CF
per diagnosticar la Sl es va veure incrementada quan el punt de tall utilitzat va ser major,
no obstant, consequentment la capacitat de diagnostic per la Ml es va veure lleugerament
disminuida. Aquests resultats concorden amb els observats en d’altres estudis [81,401].
La CF tot i ser un métode amb menor capacitat pel diagnostic de la SllI, es comporta
clarament millor si el comparem amb altres biomarcadors com la Proteina C Reactiva,

Anticossos anti-citoplasma dels neutrofils, entre d’altres [67].

La manca de coneixement sobre I'etiologia de la SII pot dificultar el desenvolupament
d'una prova diagnostica per a aquesta patologia. La fisiopatologia de la Sl és
extremadament complexa, ja que implica diferents factors com la motilitat intestinal
anormal, la hipersensibilitat visceral, augment de la permeabilitat intestinal, activacio
immune, alteracié de la microbiota i, a diferencia dels pacients amb MII, la pertorbacio
en la funcio de I’eix cervell-intesti [404].

La simptomatologia compartida dels pacients amb SlI inclou dolor abdominal, sensacid
d’inflor, flatuléncia excessiva i trastorns intestinals. Tots aquests simptomes es centren
en el tracte intestinal provocant una modificacié de I'nabit deposicional dels pacients. Al
mateix temps, I’intesti també es modifica obligant a la microbiota intestinal a adaptar-se
a les noves condicions del medi. S'ha descrit que els bacteris s6n capagos de superar
modificacions de I’hoste, establint un ninxol reeixit mitjan¢ant I’adquisicio de fonts de
nutrients 1 eludint la mort d’altres microorganismes 1 del sistema immune innat i adaptatiu

[405]. Aquests desafiaments representen oportunitats d’adaptacio i de creixement.

La majoria de I'activitat bacteriana es produeix en el colon proximal on la disponibilitat
del substrat és més alta. Al colon distal, la disponibilitat de substrat disminueix i
I'extraccié d'aigua lliure redueix la difusié de substrats i productes microbians. Aixo fa
que la part proximal del colon sigui el principal lloc de fermentacid. En particular, els
hidrats de carboni no digeribles son fermentats al colon proximal per bacteris sacarolitics,
principalment fermentadors primaris com els Bacteroidetes [146]. Els Bacteroidetes s6n
la pedra angular de I’homeostasi en ’intesti i estan relacionats amb el metabolisme dels
hidrats de carboni, el resultat del qual pot influir en la salut humana. Aixo probablement
és el que converteix els Bacteroidetes en un bon marcador per formar part del test RAID-
Dx. A més, el RAID-Dx inclou tres representants que habiten en ’interior del mucus: A.

muciniphila, F. prausnitzii i Ruminococcus sp. La preséncia d’una important capa de moc
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intestinal ajuda als ecosistemes de dues maneres diferents: d’una banda allotjant bacteris
protectors i muconutritius i d’altra, mantenint els bacteris nocius transitoris allunyats de
la membrana mucosa facilitant el transit intestinal [406,407]. Aquests tres marcadors
bacterians presenten funcions fisiologiques importants per a 1’hoste, a més, s’associen
amb el manteniment de la homeostasi intestinal [300,408]. S ha descrit repetidament una
disminuci6 de la seva abundancia que es correlaciona amb certes malalties intestinals
[113,285,412,413,293,294,305,317,350,409-411]. M. Smithii, un altre marcador utilitzat
per al RAID-Dx, va ser seleccionat perqué és una especie metanogénica que juga un paper
important en la digestio eficient dels polisacarids pel consum dels productes finals de la
fermentacio bacteriana [335]. A meés, els estudis observacionals mostren una forta
associacio entre el transit intestinal retardat i la produccié de meta, que informa d’una
associacio entre les baixes abundancies de metanogens i la SlI diarreica [334,342].
Finalment, E. coli pertany al filum dels Proteobacteria i presenta propietats inflamatories.
E. coli s'ha trobat en nombres més elevats a la mucosa propera a les cel-lules epitelials
intestinals i en Glceres de pacients amb MC i CU en comparacié amb subjectes sans o
amb pacients amb SIlI  [221,307-309]. Aquests estudis indiquen que E. coli pot ser un
dels principals inductors de la inflamaci6 intestinal, la qual cosa fa que el seu Us com a
marcador bacteria per al diagnostic diferencial entre la S1lI i la M1 sigui indispensable.

Tot i ’elevada capacitat diagnostica obtinguda per RAID-Dx, es fa evident que els estudis
son proves de concepte i que el nombre de mostres utilitzat no és suficientment elevat per
poder validar el métode. Per aquest motiu, actualment estan en marxa la validacié clinica
del métode, amb una mida mostral més elevada. A més, també cal remarcar que, al no
tenir mostres de biopsies intestinal en aquests pacients, pot haver-hi un petit biaix donat
per inflamacions microscopiques no detectades en la colonoscopia convencional de

pacients amb SlI.

En aquest estudi, el RAID-Dx va obtenir una capacitat diagnostica, per discriminar entre
la SI1 i la MII, significativament superior en comparacié amb la CF amb el punt de tall
més emprat a la practica clinica habitual (50 pg/g de femta), tot mantenint la capacitat
diagnostica per la MIL. En aquest context, 1'is d’aquesta signatura bacteriana com a prova
de primera linia per al diagnostic permetria reduir la utilitzacié d’altres proves de
laboratori i proves d'imatge que s’utilitzen actualment. El mal diagnostic condueix a
majors costos medics directes de 21 M € anuals i una mala qualitat de vida del pacient.

Actualment, es calcula que fins al 45% dels pacients esperen més d’un any per al
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diagnostic d’aquestes malalties, tot i que fins al 17% esperen més de 5 anys. Aixo sol ja
justifica la necessitat del desenvolupament d'un métode no invasiu que permeti escurcar
el temps mitja del diagnostic definitiu de la SI1 (de 5 anys a 7 dies), detectar la patologia
el més aviat possible, comencar el tractament, evitar futures complicacions i reduir
significativament el cost directe dels clients. Per tant, RAID-Dx es postula com a eina
especifica per al diagnostic de la SII amb una alta sensibilitat i especificitat.
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RAID-Monitor: Un nou metode no
invasiu per monitoritzar 'activitat
endoscopica en pacients amb
Malaltia Inflamatoria Intestinal
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1. INTRODUCCIO

La Malaltia Inflamatoria Intestinal (MI1) és un conjunt de patologies cronigues que cursen
amb brots, i per tant, és necessari un seguiment constant i exhaustiu per adaptar
adequadament la pauta terapcutica. En la practica clinica habitual s’utilitzen diferents
metodologies per monitoritzar 1’activitat o verificar la remissio dels pacients amb MIL.
Els procediments invasius com la colonoscopia, tot i que es consideren la millor eina per
avaluar la curacio de la mucosa, no son la millor eina per al seguiment regular de
I’activitat a causa dels seus riscos associats [67,68,71]. Es per aquest motiu que son
necessaries noves aproximacions metodologiques que permetin obtenir una indicacid
sobre l'activitat clinica, endoscopica i, idealment, histologica per tal de minimitzar I'Gs

innecessari dels métodes invasius [414].

En la practica clinica i en assajos d'intervencid terapeutica és frequent utilitzar indexs
clinics, com ara I’index de Harvey-Bradshaw (en pacients de MC) i I’index parcial de
Mayo (en pacients de CU). Malauradament, els resultats d’aquestes valoracions es basen
en la simptomatologia percebuda i presentada pel pacient i, per tant, degut a la seva
subjectivitat, sovint no es correlacionen correctament amb 1’estat de la mucosa [415—
418]. Existeixen alguns biomarcadors no invasius com a marcadors potencials per a la
monitoritzacio de I’activitat en la M1l [398,419]. Un dels biomarcadors més utilitzats en
I’actual practica clinica és la CF. L’elevacio de la CF en femtes es correlaciona
positivament amb I’activitat inflamatoria de la mucosa intestinal [121,420,421]. Tot i el
seu Us generalitzat 1 els bons resultats que ofereix, la CF requereix d’un punt de tall
predeterminat per al seguiment de l'activitat de la M1l que no esta ben consolidat. Aixo
és degut a la gran variabilitat derivada de la diversitat de dissenys emprats en els diferents
estudis, especialment pel que fa a la definicié de la remissié i al punt de tall utilitzat
[81,82]. Un altre problema que presenta la CF, és ’elevada variabilitat en la seva
abundancia que es pot obtenir a partir d’un mateix pacient [422—-425]. Aixi doncs, la cerca
de nous marcadors no invasius per a controlar I'activitat de la malaltia amb una precisio

superior a la CF és necessaria.

Tot 1 que encara no s’ha establert ’etiologia de la MII, s’ha demostrat que la microbiota
té un paper molt important en el desenvolupament i la progressio de la malaltia [221,222].
La disbiosi, definida com la desviacié en la composicié d'una comunitat microbiana
normal, ha estat ampliament descrita en pacients amb MIl [222,256,257,259,260]. Les

observacions més frequentment demostrades han estat una reduccio en la diversitat de la
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microbiota observable tant en biopsies com en femtes, juntament amb un canvi en
I’abundancia relativa de diferents especies bacterianes en mostres de pacients amb MlI
en comparacié amb les de subjectes sans [219,255,261-266]. A més, s'han descrit
diferencies clares segons el grau d’activitat de la MII a nivell de microbiota, encara que
els resultats dels diferents estudis son inconsistents, probablement a causa de les
diferéncies metodologiques.

En pacients amb MC activa, s’han observat increments significatius en 1’abundancia
d’especies dins el fila de Proteobacteria i la familia Enterococcaceae. Per contra, s’ha
observat una reduccié d’espécies pertanyents a la familia Ruminococcaceae i a I’ordre
Clostridiales [426]. En pacients amb CU activa, s’han descrit augments en els nivells de
Streptococcus sp. i reduccions del nivell Clostridials [426]. Aquests estudis suggereixen
que la microbiota pot tenir un paper important en la induccié d’exacerbacions [251,271]
i que les diferencies en la composicié de la microbiota poden ser explotades per

determinar I’activitat de la malaltia en la MII.

A partir d’aquestes evidéncies, s’ha dissenyat el RAID-Monitor, una eina no invasiva per
determinar D’activitat endoscopica en pacients amb MII basada en la combinacid
matematica de cinc marcadors bacterians fecals, préviament definits en mostres de
biopsia intestinal [221,294,322]. L’objectiu d’aquest estudi va ser avaluar la capacitat
de RAID-Monitor per monitoritzar I’activitat endoscopica, tant en pacients amb MC, com

en pacients amb CU, en comparacioé amb els indexs clinics actuals i els nivells de CF.

2. MATERIAL | METODES DE L’ESTUDI
2.1 Poblacio d’estudi

Es va reclutar una cohort formada per 141 pacients amb MII als serveis de Digestologia
de sis hospitals: Hospital Universitari Dr. Josep Trueta (Girona), Hospital Santa Caterina
(Salt), Hospital Universitari de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat), Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol (Badalona), Centro Médico Teknon (Barcelona) i el Beth Israel
Deaconess Medical Center (Boston, USA). Els pacients amb MII es van diagnosticar
seguint els criteris clinics, patologics i endoscopics. Tots els pacients inclosos es van
realitzar una colonoscopia clinicament indicada al corresponent servei del centre
participant amb 1’objectiu de determinar 1’activitat endoscopica. Les indicacions per a la
colonoscopia van ser la monitoritzacio de la curacio de la mucosa. Cinc de les mostres i

les seves dades cliniques associades es van incloure retrospectivament en aquest estudi
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provinents del Biobanc de 1’Hospital Universitari Dr. Josep Trueta (Biobanc IDIBGI,
B.0000872), integrat a la Xarxa Nacional de Biobancs. Aquestes mostres es van processar
seguint els procediments operatius estandard amb 1’aprovacié adequada dels Comites
Cientifics i d’Etica.

Els criteris d’inclusio6 dels pacients van consistir en: diagndstic de MC o CU, edat igual o
superior a 18 anys i colonoscopia programada. Els criteris d’exclusié van ser: pacients
que van rebre tractament antibiotic i/o antidiarreics durant 1’Gltim mes, embaras,
morbiditat severa i1 preseéncia d’alguna cirurgia intestinal prévia o qualsevol condicid
intestinal significativa que pugui alterar els resultats segons els criteris dels investigadors.
Finalment, es van excloure de I’estudi un total de 8 pacients degut a la preséncia de lesions
adenomatoses observades durant la realitzacio de la colonoscopia. Un cop aplicats aquest

criteris es van incloure a I’estudi un total de 133 pacients.

2.2 Monitoritzacio de l'activitat endoscopica

En aquest estudi, tots els subjectes es van sotmetre a una colonoscopia per avaluar 1’estat
de la mucosa. L’activitat endoscopica es va utilitzar per classificar I’estat de la malaltia
del pacient en estat actiu 0 en remissid. Tots els pacients abans de la colonoscopia van ser
sotmesos a la neteja del tracte gastrointestinal utilitzant polietilenglicol segons les

directrius del fabricant.

L’activitat endoscopica dels pacients amb MC es va definir mitjancant 1’index endoscopic
SES-CD (Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease). Es va considerar activitat
endoscopica un SES-CD > 2 punts (remissio SES-CD < 2 punts). Aquest punt tall es fa
servir en la majoria dels estudis que utilitzen la puntuacié del SES-CD per definir la
gravetat de la malaltia [427]. L’activitat endoscopica en pacients amb CU va ser definida
utilitzant 1’index endoscopic de Mayo (IEM), ja que, a més de ser facil d’utilitzar, es
emprat de manera rutinaria en assajos clinics i en la practica clinica habitual [68]. Aixi
doncs, I’activitat endoscopica es va definir mitjancant un IEM > 1 punt i la remissié amb
un [EM < 1 punt. Aquest punt de tall es recomanat per un grup d’especialistes
internacionals ja que esta associat amb una menor taxa de colectomia durant el seguiment
[428]. Tot i que no disposem del valor del index SES-CD dels pacients de MC provinents
del centre Beth Israel Deaconess Medical Center, I’activitat endoscopica d’aquests

pacients va ser certificada i confirmada pel digestoleg del centre.
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2.3 index clinics

Al mateix dia de la realitzaci6 de la colonoscopia per part del pacient es van recollir les
dades cliniques rellevants. En els pacients amb MC, I’activitat clinica es va avaluar
mitjancant I’index de Harvey-Bradshaw (IHB) que defineix I’activitat clinica en aquells
pacients amb un IHB > 4 punts. En CU I’activitat clinica va ser avaluada utilitzant I’index
de Mayo Parcial (IMP) que defineix activitat clinica en aquells pacients amb un IMP > 1

punt.

2.4 Calprotectina fecal

Es va determinar la capacitat de la CF a partir dels valors de sensibilitat i especificitat
obtinguts utilitzant el punt de tall de la CF més precis observat en aquest estudi. A més,
també es va analitzar la CF utilitzant altres punts de tall utilitzats habitualment en la

practica clinica (50 pg/g, 100 pg/g i 250 pg/g de femta).

2.5 Conservacio, transport i extraccio de DNA

Les condicions de conservacio i el transport de les mostres als hospitals i ’extraccio de
I’ADN es troben ampliament detallats en I’apartat 1.2 i 1.4 dins la seccié de Material i
métodes.

2.6 Quantificacio dels marcadors bacterians per gPCR

Es va dissenyar un sistema de PCR quantitatiu especific per a I'analisi del RAID-Monitor
utilitzant cinc espécies bacterianes especifiques i els Eubacteris (EUB). Els EUB van ser
utilitzats per a la normalitzacio de les dades. Cadascun dels biomarcadors seleccionats va
presentar una sequéncia bacteriana especifica per a una espécie bacteriana. Els bacteris
diana van ser Faecalibacterium prausnitzii (FPRA), F. prausnitzii filogrup | (PHG-I), F.
prausnitzii filogrup 11 (PHG-II), Escherichia coli (ECO) i Akkermansia muciniphila
(AKK).

Les condicions de quantificacié dels diferents marcadors per gPCR es troben

especificades en 1’apartat 1.5 dins dels material i métodes generals.

2.7 Definicio del RAID-Monitor

RAID-Monitor és una prova qualitativa, realitzada a partir d’una mostra de femta, basada
en un algoritme que combina tots els marcadors estudiats. A causa de les diferents
abundancies bacterianes trobades, es va dissenyar un algoritme diferent per a cada
malaltia (MC i CU). La combinacio dels diferents marcadors bacterians va ser capag de

95



Resultats. Cap3. RAID-Monitor

diferenciar els subjectes amb activitat endoscopica d’aquells que presentaven remissio
endoscopica. Aquests algoritmes van estar definits utilitzant de manera aleatoria el 70%
de les dades i posteriorment validats amb el 30% restant. Aixi doncs, el resultat final
obtingut per 1’algoritme RAID-Monitor és categoric, classificant els pacients amb MC i

CU en pacients amb activitat endoscopica o remissié endoscopica.

2.8 Eines estadistiques

En termes d’analisi qualitativa, un biomarcador es va considerar absent quan no es va

obtenir un valor de Ct a I’analisi de qPCR.

El poder d’aquesta prova de concepte (73% per a MC i 82% per CU) es va calcular
mitjancant el modul G*Power 3.1.9.2, modul: dos grups independents, post-hoc. Aixo es
va aconseguir utilitzant la mostra N de cohorts de MC i CU definint un nivell de
significacid del 5% i una mida d’efecte gran (d = 0,8),

L’analisi de la corba de la caracteristica operativa del receptor (ROC) es va aplicar per
determinar la capacitat dels marcadors i de la CF per distingir els subjectes amb activitat
endoscopica, d’aquells pacients amb remissio. La precisié de la discriminacio es va

mesurar per 1’area sota la corba ROC (AUC).

La prova de McNemar es va utilitzar per comparar les diferents metodologies (resultats
clinics, CF i RAID-Monitor) per determinar I’activitat endoscopica. L’analisi estadistica
es va realitzar utilitzant el paquet SPSS 23.0 (IBM, NYC, USA). Els nivells de
significacid es van establir per p-valors < 0,05.

3. RESULTATS

3.1 Dades demografiques

L’avaluacio de l'activitat es va portar a terme amb 133 pacients amb MIl; 54 amb MC i

79 amb CU. Les principals dades sobre la poblacio d’estudi es recopilen a la taula 22.

96



Amoedo 2020. Signatures bacterianes en la Ml

Taula 22. Caracteristiques dels pacients de Ml reclutats en I'estudi, tant agrupats en MIl com separats en
MC i CU.

Pacients Ml Pacients MC Pacients CU

Pacients inclosos (n) 133 54 79
Sexe, Masculi, n (%) 66 (49,6) 25 (46,3) 41 (51,9)
Edat (Mitjana + DS) 48,0+ 12,9 45,1+125 49.9 +13,0
Caucasics, n (%) 125 (94,0) 53 (98,1) 72 (91,1)
Tractament, n (%)

No tractament 20 (15,0) 8 (14,8) 12 (15,2)

Mesalazina 51 (38,3) 7 (13,0) 44 (55,7)

Azatioprina 51 (38,3) 26 (48,1) 25 (31,6)

Anti-TNF-a 36 (27,1) 22 (40,7) 14 (17,7)

Desconegut 9 (6,8) 3(5,6) 6 (7,6)
Activitat endoscopica*

Remissiot 52 (44,8%) 20 (54,1%) 32 (40,5%)

Activitat lleu§ 22 (19,0%) 5 (13,5%) 17 (21,5%)

Activitat moderadaf 21 (18,1%) 7 (18,9%) 14 (17,7%)

Activitat severa¥ 19 (16,4%) 3(8,1%) 16 (20,3%)

*Les mostres de MC provinents de Boston no van presentar el valor del SES-CD (SES-CD > 2 punts). {Remissio
(SES-CD < 2 punts en MC; MES = 0 punts en CU), §Activitat endoscopica lleu (SES-CD=3-6 en MC, MES=1 en
CU), TActivitat endoscopica moderada (SES-CD=7-15 en MC ; MES= 2 punts en CU), ¥Activitat endoscopica
severa (SES-CD > 15 punts en MC; MES = 3 punts in CU).

3.2 Marcadors bacterians entre poblacions

Es van comparar les abundancies relatives de FPRA, ECO, PHG-I, PHG-11 i AKK entre
poblacions (Espanya vs EUA) (Figura 19). Com que al centre Beth Israel Deaconess
Medical Center no es van reclutar pacients en remissio, només es van comparar mostres
de pacients amb MC i CU amb activitat endoscopica. Malgrat les diferencies en I'estil de
vida i la dieta, no es van trobar diferéncies significatives per a cap marcador bacteria
analitzat entre ambdues poblacions. Per tant, les mostres dels pacients americans de Ml
amb activitat endoscopica es van analitzar conjuntament amb els pacients amb MlI

procedents d'Espanya.
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Figura 19. Mitjana de valors de Ct de cada marcador normalitzat per EUB (FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II
i AKK) per a les poblacions de MC i CU de Espanya (n = 17 per MC i n = 25 per CU) i Boston (n = 17 per
MC in =5 per CU) . Les diferéncies estadisticament significatives obtingudes pel test de Mann-Whitney
entre les dues condicions estan representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i *** p-valor <0,001.
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3.3 Marcadors bacterians per monitoritzar l'activitat en la Ml|

Es va comparar 1’abundancia de cada marcador bacteria de pacients amb MC actius (SES-
CD > 2 punts) i pacients amb MC en remissié endoscopica (SES-CD < 2 punts) sense
obtenir cap diferencia significativa entre ells (Figura 20). No obstant, en pacients amb
CU, I’abundancia de PHG-II va ser significativament més abundant en aquells que
presentaven remissio endoscopica (p-valor = 0,035) obtenint una AUC de 0,641 per
distingir els subjectes amb activitat endoscopica d’aquells amb colonoscopia normal.
Aix0 proporciona uns valors de sensibilitat i especificitat del 74,4% i del 50,0%,

respectivament.

Degut a que cap marcador individual no va presentar una diferéncia suficient per
determinar D’activitat endoscopica en pacients amb MII, es van desenvolupar dos
algoritmes que combinen diferents marcadors bacterians i els integra en un sistema que

si es pot fer servir conjuntament per al proposit inicial i que hem anomenat RAID-

Monitor.
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Figura 20. Mitjana de Ct de cada marcador normalitzat per EUB (FPRA, ECO, PHG-I, PHG-II i AKK) per
les poblacions de MC i CU en activitat (n = 34 per MC i n = 47 per CU) i en remissio endoscopica (n = 20
per MC i n = 32 per CU). Les diferencies estadisticament significatives obtingudes pel test de Mann-
Whitney entre les dues condicions estan representades per: *, p-valor <0,05, **, p-valor <0,01 i ***, p-
valor <0,001.

3.4 Comparativa de RAID-Monitor, index clinic i Calprotectina Fecal
en pacients amb MC

Els resultats de la definicid del algoritme RAID-Monitor en MC van mostrar uns valors
elevats de sensibilitat i especificitat del 83,3% i del 87,5% respectivament (Taula 23). La
seva validacié va mostrar un lleuger augment del valor de sensibilitat (90,0%) i una
Ileugera reduccid de la especificitat (81,2%) en comparacio amb els resultats obtinguts en
la fase de definicio del RAID-Monitor en pacients amb MC.
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Taula 23. Sensibilitat (SENS), especificitat (ESPE), valor predictiu positiu (VPP), valor predictiu negatiu
(VPN), ratio de probabilitat positiva (LR+) i la relacié de probabilitat negativa (LR-) de I'index Harvey-
Bradshaw (IHB), calprotectina fecal (millor tall de 200 pg/g de femta) i RAID-Monitor (definicié; 70% i
validacio; 30 %, de I'algoritme) per a la deteccié de I'activitat endoscopica en pacients de MC.

Malaltia de Crohn

Definicié
RAID-Monitor

Validacié RAID-
Monitor

index Clinic
(HBI)

Calprotectina
Fecal 200 ug/g8§

SENS (%; Cl 95%)
ESPE (%; Cl 95%)
VPP (%; Cl 95%)
VPN (%; Cl 95%)
LR+ (CI 95%)

LR- (CI 95%)

83,3 (66,3-100,0)
87,5 (65,0-100,0)
93,1 (80,2-100,0)
73,4 (45,9-98,9)
7,50 (1,46-41,91)

0,19 (0,08-0,48)

90,0 (66,4-100,0)
81,2 (48,5-100,0)
85,9 (60,4-100,0)
86,6 (55,5-100,0)
5,40 (1,11-28,87)

0,12 (0,02-0,82)

72,7 (56,0-89,4)
75,0 (53,5-96,5)
82,8 (67,3-98,2)
62,5 (41,0-83,9)
2,91 (1,32-6,39)

0,36 (0,20-0,67)

88,2 (70,0-100,0)
80,0 (60,0-100,0)
78,9 (58,0-99,9)
88,9 (71,6-100,0)
4,41 (1,81-10,78)

0,15 (0,04-0,55)

L’index clinic utilitzat per a la MC, I’IHB, va presentar uns valors de sensibilitat i una
especificitat menors (72,7% i 75,0%, respectivament) que el RAID-Monitor. En
conseqiiencia, es va obtenir una reduccid del valor predictiu positiu (VPP), del Valor
Predictiu Negatiu (VPN), de la relacio de versemblanca positiva (LR+) i negativa (LR-).
Quan els dos tests es van comparar utilitzant el test de McNemmar, es van observar
diferéncies significatives en la sensibilitat (p-valor = 0,016), on la capacitat del RAID-
Monitor per detectar aquells pacients amb MC activa va ser major. En canvi, tot i
observar-ne una reduccid, no es van observar diferencies significatives entre els dos

metodes a nivell d’especificitat (p-valor = 0,453).

La capacitat de la CF per determinar 1’activitat endoscopica es va avaluar utilitzant
diferents punts de tall. Utilitzant el punt de tall més acceptat (250 pg/g de femta), es va
obtenir una sensibilitat del 82,3% i una especificitat del 80,0%. La CF va mostrar un valor
de AUC de 0,846. Els majors valors de sensibilitat i especificitat es van obtenir utilitzant
un punt de tall a 200 pg/g de femta, mostrant uns valors del 88,2% i del 80,0%,

respectivament (Taula 24).
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Taula 24. Sensibilitat (SENS), especificitat (SPEC), valor predictiu positiu (VPP), valor predictiu negatiu
(VPN), ratio de probabilitat positiva (LR +) i la relacié de probabilitat negativa (LR-) de I'index Harvey-
Bradshaw (HBI) , calprotectina fecal (millor tall de 200 ug / g, altres talls: 50 ug /g, 100 ug /g, 1250 ug / g
de femta) i monitor de RAID (definicio; 70% i validacio; 30 %, de I'algorisme) per a la deteccié d’activitat que
defineix la malaltia d’inflamacié activa amb estandards endoscopics (SES-CD> 2).

Calprotectina Calprotectina Calprotectina Calprotectina

Malaltia de Crohn Fecal 50 ug/g Fecal 100 ug/g Fecal 200 ug/g Fecal 250 ug/g

SENS (%; Cl 95%) 94,1 (80,0-100,0) 94,1 (80,0-100,0) 88,2 (70,0-100,0) 82,3 (61,3-100,0)
ESPE (%; CI 95%) 50,0 (25,6-74,4) 55,0 (30,7-79,3) 80,0 (60,0-100,0) 80,0 (60,0-100,0)

VPP (%; Cl 95%) 61,5(40,9-82,2) 64,0 (43,2-84,8) 78,9 (58,0-99,9) 77,8 (55,8-99,8)
VPN (%; C195%) 90,9 (69,4-100,0) 91,7 (71,9-100,0) 88,9 (71,6-100,0) 84,2 (65,2-100,0)
LR+ (Cl 95%) 4,41 (1,81-10,78) 2,09 (1,27-3,44) 4,41 (1,81-10,78) 4,12 (1,67-10,17)

LR- (CI 95%) 0,15 (0,04-0,55) 0,11 (0,02-0,75) 0,15 (0,04-0,55) 0,22 (0,08-0,63)

La sensibilitat van ser significativament superior en la CF en comparacié amb 1’observada
a partir de I’IHB (p-valor = 0,021) mentre que la especificitat no va mostrar diferéncies
(p-valor = 1,000). RAID-Monitor va presentar uns valors de sensibilitat i especificitat
més elevats que la CF, tot i que els resultats no van ser estadisticament significatius (p-
valor = 1,000 i p = 0,687, respectivament).

3.5 Comparativa de RAID-Monitor, index clinic i Calprotectina Fecal
en pacients amb CU

En pacients amb CU, el RAID-Monitor va mostrar en la seva definici6 uns valors elevats
de sensibilitat i especificitat del 90,0% i del 94,1% respectivament (Taula 25). El VPP,
VPN, LR + i LR- de la cohort utilitzada en aquest estudi també van ser superiors. En la
seva validacio, el RAID-Monitor va mostrar resultats semblants a la definicié del
algoritme amb uns valors de sensibilitat i especificitat del 90,0% i el 93,3%,

respectivament.

L’index clinic utilitzat per a la CU, I'IMP, va presentar un valor de sensibilitat del 70,0%
essent menor que el RAID-Monitor, tot i que el valor d’especificitat va ser similar
(94,4%). No obstant, no es van obtenir diferéncies significatives ni en termes de

sensibilitat ni d'especificitat (p-valor = 0,065 i 1,000 respectivament).
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Taula 25. Sensibilitat (SENS), especificitat (ESPE), valor predictiu positiu (VPP), valor predictiu negatiu
(VPN), ratio de probabilitat positiva (LR+) i la relacié6 de probabilitat negativa (LR-) de I'index Harvey-
Bradshaw (IHB), calprotectina fecal (millor tall de 200 ug/g de femta) i RAID-Monitor (definicié; 70% i
validacio; 30 %, de I'algoritme) per a la deteccié de I'activitat endoscopica en pacients de CU.

Colitis Ulcerosa

Definicié
RAID-Monitor

Validacié
RAID-Monitor

index Clinic
(IMP)

Calprotectina
Fecal 350 ug/g

SENS (%; Cl 95%)
ESPE (%; Cl 95%)
VPP (%; Cl 95%)
VPN (%; CI 95%)
LR+ (CI 95%)

LR- (CI 95%)

90,0 (74,3-100,0)
94,1 (84,7-100,0)
90,0 (74,3-100,0)
94,2 (84,7-100,0)
15,30 (3,96-59,2)

0,11 (0,03-0,40)

90,0 (66,4-100,0)
93,3 (77,4-100,0)
90,0 (66,4-100,0)
93,3 (77,4-100,0)
13,50 (2,01-90,7)

0,11 (0,02-0,69)

70,0 (51,9-88,1)

91,8 (83,1-100,0)

84,0 (67,6-100,0)

83,3 (72,5-94,2)

8,58 (3,26-22,6)

0,33 (0,19-0,57)

76,0 (57,3-94,7)
75,5 (62,4-88,6)
61,3 (42,5-80,0)
86,1 (74,5-97,6)
3,10 (1,81-5,3)

0,32 (0,16-0,65)

De nou, la CF es va analitzar a diferents punts de tall (Taula 26). Utilitzant el punt de

tall predeterminat de 250 pg/g de femta en la CU, es van assolir uns valors de

sensibilitat i especificitat del 76,0% i del 67,3%, respectivament, que eren inferiors als
obtinguts pel RAID-Monitor.

La CF va presentar un valor de AUC de 0,774, amb el millor punt de tall per a la cohort
UC estudiada de 350 pg/g. Amb aquest punt de tall els valors d’especificitat van
augmentar fins al 75,5%, i el valor de sensibilitat es van mantenir al 76,0%.

Taula 26. Sensibilitat (SENS), especificitat (ESPE), valor predictiu positiu (PPV), valor predictiu negatiu
(NPV), ratio de probabilitat positiva (LR+) i la relacié de probabilitat negativa (LR-) de l'index Harvey-
Bradshaw (IHB), calprotectina fecal (millor tall de 200 pg/g de femta) i RAID-Monitor (definicio; 70% i
validacio; 30 %, de I'algoritme) per a la deteccid de I'activitat endoscopica en pacients de MC.

Colitis Ulcerosa

Calprotectina
Fecal 50 pg/g

Calprotectina
Fecal 100 pg/g

Calprotectina
Fecal 250 pg/g

Calprotectina
Fecal 350 pg/g

SENS (%; Cl 95%)

ESPE (%; Cl 95%)

VPP (%; Cl 95%)

VPN (%; CI 95%)

LR+ (Cl 95%)

LR- (CI 95%)

92,0 (79,4-100,0)

34,7 (20,3-49,0)

41,8 (27,9-55,8)

89,5 (73,0-100,0)

1,41 (1,11-1,78)

0,23 (0,06-0,92)

84,0 (67,6-100,0)

42,9 (28,0-57,7)

42,9 (28,0-57,7)

84,0 (67,6-100,0)

1,47 (1,09-1,98)

0,37 (0,14-0,97)

76,0 (57,3-94,7)

67,3 (53,2-81,5)

54,3 (36,3-72,2)

84,6 (72,0-97,2)

2,33 (1,47-3,68)

0,36 (0,17-0,74)

76,0 (57,3-94,7)

75,5 (62,4-88,6)

61,3 (42,5-80,0)

86,1 (74,5-97,6)

3,10 (1,81-5,32)

0,32 (0,16-0,65)
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La capacitat de la CF va ser menor a la observada per I'IMP a nivell d’especificitat (p-
valor = 0,039). En canvi, la sensibilitat d’ambdos métodes va ser similar. Quan es va
comparar la calprotectina fecal amb el RAID-Monitor, el nostre métode va mostrar una
major capacitat per determinar la remissio endoscopica en pacients amb CU (p-valor =
0,022). Per contra, no es van observar diferencies significatives per als valors de
sensibilitat (p-valor = 0,219).

4. DISCUSSIO

En aquest estudi, s’ha comparat la capacitat per determinar 1’activitat endoscopica del
RAID-Monitor amb els indexs clinics utilitzats en la practica clinica habitual i la
calprotectina fecal per oferir una indicacié de la activitat inflamatoria de la mucosa
intestinal. Els indexs clinics IHB i IMP, van presentar una capacitat limitada per
determinar ’activitat endoscopica. Aquesta baixa correlaci6 dels indexs clinics, s’ajusta

a I’observada en d’altres estudis [66,67].

Tot i que molts biomarcadors han estat avaluats en la M1l amb una correlacio significativa
amb les lesions endoscopiques [419], encara no hi ha biomarcadors de facil Us, no
invasius, de baix cost, rapids d'analitzar i reproduibles [72]. La calprotectina fecal, és el
biomarcador més utilitzat en la practica clinica per a la deteccié d'inflamacions, i s'utilitza
principalment en el diagnostic de la MII, en I'avaluacié de l'activitat de la malaltia, en la
predicci6 de la recaiguda de la malaltia i en la prediccid de resposta terapeutica
[386,429-431]. Tot i mostrar precisié per a la inflamacié intestinal, la CF presenta una
alta variabilitat deguda a la manca d'un punt de tall universal capag¢ d’informar

correctament sobre la remissio endoscopica.

En aquest estudi, els millors resultats de la CF en pacients amb MC es van obtenir situant
el punt de tall a 200 pg/g de femta. Alguns autors proposen punts de tall que oscil-len
entre els 70 i els 270 pg/g de femta adquirint sensibilitats al voltant del 70-80% i
especificitats del 80-97% [386,432-435].

En termes generals, els valors de sensibilitat i especificitat obtinguts per la CF a la
literatura son del 80-90% i del 70-80% respectivament, depenent del punt de tall utilitzat
[51,420,433-436]. Considerant altres treballs publicats, el millor punt de tall trobat per
discriminar I’activitat endoscopica €s 250 pg/g, indicant la remissié endoscopica amb un
80% de sensibilitat i un 82% de especificitat [433]. En els pacients amb CU, els millors

resultats es van obtenir utilitzant el punt de tall a 350 ug/g, el qual és superior al que
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s'utilitza habitualment [434]. Es important destacar que la sensibilitat i especificitat de la
CF en CU poden dependre de I’index endoscopic utilitzat per definir 1’activitat
endoscopica. En aquest sentit, I’index endoscopic de colitis ulcerosa (UCEIS) mostra una
millor correlaci6 amb els nivells de calprotectina fecal en comparacié amb I’index

endoscopic de Mayo [414].

Durant la darrera decada, la microbiota intestinal i els seus efectes sobre el cos huma han
guanyat interés en medicina. En aquest estudi, s'ha explorat la possibilitat d'utilitzar
components especifics de la microbiota intestinal com a biomarcadors no invasius per a
la deteccié d’inflamacio intestinal. SOn escassos els estudis previs que hagin analitzat la
microbiota intestinal amb 1’objectiu de relacionar-la amb 1’activitat. Recentment s’han
publicat estudis que mostren una correlacié inversament significativa entre 1’activitat de
la malaltia i el recompte d’espécies com F. prausnitzii i Roseburia hominis, dues de les
espécies productores de butirat més importants en pacients actius amb MII [220]. A més,
la majoria dels estudis coincideixen en que els recomptes de representants del phylum
Firmicutes son més baixos en pacients amb MII, concretament en aquells bacteris que
produeixen butirat [220,250,251,294,300,437]. Dintre d’aquest grup, s'ha descrit una
reducci6 d'alguns bacteris productors de butirat, com F. prausnitzii i F. prausnitzii PHG-
I en pacients amb MC i CU en comparacié amb subjectes sans, mentre que F. prausnitzii
PHG-I1I s'ha trobat reduit especificament en MC [302]. El butirat és una font d'energia
important per als colonocits que participa en la regulacié de la proliferacio i la
diferenciacié cel-lular. A més, el butirat té efectes immunomoduladors i presenta

propietats antiinflamatories [145,438].

Pel que fa a les espécies considerades proinflamatories, dins del phylum Proteobacteria,
aquestes son més abundants en pacients amb MII la qual cosa coincideix amb els nostres
resultats [221,253,308]. També es produeix un enriquiment d’espécies del phylum

Proteobacteria en pacients amb MC amb activitat lleugera o severa i CU greu [426].

En termes resumits, la inflamacio intestinal causa una disminucio dels bacteris productors
de butirat i un augment dels Proteobacteria. EI RAID-Monitor s'ha desenvolupat utilitzant
aquesta informaci6 basica i analitza quantitativament de forma combinada cinc especies
bacterianes rellevants, incloent tres bacteris productors de butirat (FPRA, PHG-1 i PHG-
I1), una especie pro-inflamatoria (ECO) i una especie degradadora de la mucina (AKK).
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El RAID-Monitor presenta un Us facil degut a que no requereix de la congelacié de la

mostra de femta després de la deposicio.

Tot i els bons resultats obtinguts en aquest estudi, cal tenir en compte que la cohort de
I’estudi ¢és petita, i que per aquest motiu, és necessari un estudi de validacié més ampli.
També cal considerar que les lectures endoscopiques no van ser centralitzades, és a dir,
les imatges endoscopiques obtingudes de tots els pacients no van ser revisades pel mateix
expert, la qual cosa podria afectar lleugerament el resultat dels indexs endoscopics.
Finalment cal remarcar la disparitat existent entre 1’activitat histologica i I’activitat
macroscopica observada durant la colonoscopia, ja que pot persistir la inflamacid
microscopica en els teixits que apareixen en remissio quan s’observen endoscopicament
[439,440]. L’aparici6 d’inflamacid microscopica podria ser responsable de les recaigudes
eventuals o dels increments de CF [441]. Aixi doncs, també caldria coneixer el

comportament dels marcadors bacterians utilitzats segons 1’activitat histologica.

El present estudi és el primer que proposa 1’us de bacteris com a indicadors inflamatoris
i en desenvolupa una eina especifica que permet obtenir valors de sensibilitat i
especificitat superiors als obtinguts per la calprotectina fecal. Aixo té una rellevancia
especial quan es consideren els costos directes i indirectes de la MII. A Europa, es calcula
que els costos anuals directes de l'assisténcia sanitaria —en major part hospitalitzacions,
cures ambulatories, medicaments i cirurgia— i els costos indirectes superen els 5,6 milions
de milions d'euros [442,443]. L s del RAID-Monitor suposaria una reduccio del 75% de
la taxa de falsos positius en pacients amb MC i el 77,5% en pacients amb CU quan es
compara amb la CF. Aquesta reduccio donaria lloc a una disminucid de les colonoscopies
innecessaries, que considerant que el RAID-Monitor té un preu de 95€, laCFde 15€ila
colonoscopia un preu aproximat de 500 €, es podrien traduir en estalvis de fins a 17
milions d’euros només a Espanya o de 100 milions de lliures esterlines al Regne Unit.
Aix0, juntament amb un impacte positiu en la qualitat de vida, la morbiditat i la mortalitat
en pacients amb MII, posa de manifest la importancia de les investigacions diagnostiques,
el seguiment de la malaltia i la terapia en la Ml [444]. En aquest context, RAID-Monitor
es pot considerar un bon meétode alternatiu a la CF per avaluar 1’activitat endoscopica en

pacients amb MII.
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Durant els Gltims anys el microbioma huma ha rebut una atencid creixent esdevenint un
punt de trobada cientific entre la Medicina i les Ciencies Biologiques. La possible relacid
dels microorganismes que resideixen en I’intesti huma en un bon nombre de malalties han
cridat molt I’atencié de clinics més enlla de les malalties infeccioses classiques. Les
comunitats microbianes allotjades a 1’intesti huma comprenen una nova i prometedora
eina per comprendre el desenvolupament de les funcions intestinals i alhora entendre
alguns trastorns i malalties, tant digestives [445] com extradigestives. Aixi doncs,
comprendre els vincles entre el microbioma i la malaltia humana pot proporcionar eines

potencials per a la millora de la salut humana.

Moltes malalties humanes son causades per especies 0 soques de bacteris especifics, com
la tuberculosi (Mycobacterium tuberculosis), el tetanus (Clostridium tetani), la difteria
(Corynebacterium diphtheriae), entre d’altres, que presenten una associacio directe amb
la malaltia i per tant, s’utilitzen com a biomarcadors de la malaltia [446]. Aquests
biomarcadors permeten el diagnostic d’aquest tipus de malalties de manera senzilla. Les
comunitats bacterianes associades a I’hoste estan composades per centenars o milers
d’espécies tniques, i per tant, pot haver-hi altres casos en qué no hi hagi un biomarcador
unic 1 especific per a un fenotip o malaltia, sind que s’hi poden associar un conjunt de

biomarcadors [446] o signatures microbiologiques.

La identificacio de signatures microbiologiques permet construir models tils per
diagnosticar, monitoritzar, o fins i tot, predir resultats terapéutics. En la MI1, molts estudis
han identificat alteracions en determinats taxons bacterians, en especial un increment de
la familia Enterobacteriaceae, i d’espécies com Ruminococcus gnavus i Desulfovibrio i
una disminucié de Faecalibacterium prausnitzii, Lachnospiraceae i Akkermansia sp.
entre d’altres [447]. Aixi doncs, la definicio i la utilitzacidé d’aquestes i d’altres espécies
estudiades en la composicié microbiana fecal com a signatures microbiologiques, poden
ser doncs valuoses com a biomarcadors pel maneig de la MII, especialment en el
diagnostic i en el seguiment longitudinal de I'activitat de la malaltia i la resposta a

tractaments.

La composicié microbiana fecal difereix de I’observada en mostres de mucosa intestinal,
a causa principalment de factors com la dieta, el sistema immunitari de I’hoste entre
d’altres. Es per aixo que els marcadors bacterians analitzats en aquesta tesi es van estudiar
originalment en mostres de mucosa intestinal de pacients diagnosticats de MII i SII i

posteriorment es va optimitzar la deteccié dels marcadors en mostres de femta. Per tant,
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la preséncia i la quantificacid dels marcadors analitzats en la femta no esta tant fortament
sotmesa a la dieta i a altres variacions externes, reflectint en certa mesura, I’abundancia

real de la mucosa colonica.

Seguint aquesta linia, hem desenvolupat dues signatures bacterianes fecals amb diferents
finalitats. La primera signatura estava dirigida a pacients amb SlII que complien criteris
de Roma IV positius (RAID-Dx); i la segona signatura es va dirigir al monitoratge de
’activitat endoscopica en pacients amb MC i CU (RAID-Monitor).

El primer méetode, RAID-Dx, ha estat capac, a partir de la definici6 de marcadors
microbians especifics de la Sll, de discriminar la SIl de la MIl amb elevats valors de
sensibilitat i especificitat. A 1’actualitat la principal eina per discriminar entre ambdds
malalties és la CF. En aquest treball, la CF ha mantingut uns valors alts d’especificitat pel
diagnostic de la MII, pero la sensibilitat obtinguda pel diagnostic de la SII ha estat baixa.
En aquest estudi, un 48.1% de pacients amb SII s’han classificat erroniament com a Ml
quan la CF s’ha utilitzat amb el punt de tall preestablert de 50 ng/g de femta, cosa que

comportaria un increment de colonoscopies realitzades.

Per tant, I’as del RAID-Dx permetria reduir el nimero de colonoscopies realitzades a
pacients amb SII mantenint el valor diagnostic per la MII. Tot i aixi, per confirmar el
valor del RAID-Dx en el diagnostic en positiu de Sl seria necessari un estudi clinic
contemplant tots els perfil diana del diagnostic d’aquesta malaltia. Seguint aquesta linia,
en un estudi recent realitzat per GoodGut SL amb 52 pacients de Sl i 61 subjectes sans,
RAID-Dx va demostrar una elevada capacitat per discriminar entre pacients de SlI i
subjectes sans amb una alta sensibilitat i especificitat [464]. Aixi doncs, 1’Gs de RAID-
Dx en la practica clinica habitual podria millorar significativament la gestié de la SlI
donant suport al seu diagnostic, cosa que podria produir una disminuci6 dels temps de
diagnostic i alhora una reduccié d’aquelles proves complementaries que esperen un

resultat negatiu per a lesions organiques.

Tot i que sOn escassos els estudis de signatures microbiologiques en la MlIl i la S, certs
estudis han definit signatures microbiologiques en la MC i la CU. Pascal et al van poder
descriure diferéncies a nivell de microbioma entre laMC i la CU i va validar un algoritme
basat en biomarcadors microbians associats a la MC amb una especificitat de fins a un

92%, demostrant aixi les caracteristiques diagnostiques de les signatures microbianes en
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la MC [269]. Per la seva banda, Papa et al van obtenir resultats similars descrivint una
signatura microbiologica fecal per diagnosticar la MII en pediatria [448].

Fins el moment cap estudi ha evidenciat una signatura microbiologica propia de la SlI.
Hugerth et al en una cohort de 3556 adults diagnosticats de SIl no va observar una
signatura microbiana diferenciada en els pacients de Sll. Tot i observar diferencies entre
els individus sans i la Sl a nivell de microbiota, aquestes diferencies estaven en el mateix

ordre de magnitud que les observades entre els individus sans [449].

Per la seva banda, el métode no invasiu, RAID-Monitor, ha demostrat una alta capacitat
per monitoritzar I’activitat endoscopica tant en pacients amb MC com en pacients amb
CU d’una manera senzilla i rapida a partir de la seva determinacié en mostres de femta i

utilitzant només 6 marcadors microbians.

Aquest estudi ha obert una varietat de possibilitats per a 1’Gs d’cines diagnostiques no
invasives en la MII. La signatura microbiologica emprada per al desenvolupament del
producte RAID-Monitor podria tenir altres aplicacions en la MIl, a més del monitoratge
de I’activitat endoscopica en pacients amb MC i la CU, com ara la prediccio de la resposta
a diferents terapies o de la recidiva post-quirargica. Alguns estudis han intentat relacionar
la microbiota intestinal amb la resposta al tractament biologic en aquests pacients.
Actualment, els tractaments biologics basat en tractaments anti-TNF son un dels
tractaments d’eleccid per induir i mantenir la remissio clinica i endoscopica, aixi com per
reduir les taxes d’hospitalitzacié i millorar la qualitat de vida dels pacients [450]. No
obstant, aproximadament un 30% dels pacients tractats amb agents anti-TNF no responen
i entre un 10 i un 50% dels pacients que responen acaben perdent la resposta al tractament
[451-454]. Hi ha diferents variables associades a aquesta pérdua de resposta, com pot ser
la propia activitat inflamatoria o la capacitat del subjecte per a desenvolupar anticossos
contra el farmac. L’estat de la microbiota podria predir la resposta al tractament i
d’aquesta manera, estalviar temps al pacient i recursos als hospitals. En un estudi recent
s’utilitza la tecnologia Machine learning per predir la resposta a la terapia en una cohort
de pacients diagnosticats amb MII tractats amb anti-integrina, i es demostra que els
pacients que aconseguien la remissié presenten una riquesa més gran en la comunitat

microbiana [230].

En aquesta linia, en un estudi recent realitzat amb 72 pacients de MC, 51 pacients de CU

I 73 subjectes sans, descriu com I'Gs de la microbiota intestinal, sola o juntament amb la
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CF i I’index clinic CDAI, permet una prediccié més efica¢ de la resposta al tractament
amb Infliximab. Curiosament, encara que les abundancies de representants de 1’ordre
Clostridials en pacients actius amb MII acostumen a ser inferiors, els pacients amb MC
que presenten una abundancia relativament mes elevada de Clostridials responen millor
al tractament amb Infliximab que els que presenten una menor abundancia [426]. En
pacients pediatrics amb MII es va observar que 1’abundancia de sis grups de bacteris,
inclosos Eubacterium rectale i Bifidobacterium spp., era capac de predir la resposta al
tractament anti-TNF [455]. En un altre estudi, es va observar que 1’abundancia del filum
Firmicutes estava correlacionada amb un temps més curt de recaiguda després de la
retirada d’Infliximab [456]. Tot i que es necessiten més estudis amb més mostres per
confirmar el potencial de la microbiota intestinal com a predictor de resposta, aquests
descobriments permeten pensar en establir un conjunt de biomarcadors basats en
signatures microbianes per controlar i predir I'eficacia del tractament en pacients amb
MII.

Finalment, els marcadors emprats pel RAID-Monitor, també podrien tenir un paper
fonamental en la prediccio de la recidiva post-quirtrgica en la MC. En aquesta malaltia,
un 80% dels pacients operats presenten una recaiguda o recidiva. Predir amb antelacid
aquesta recidiva a partir de I’estudi de la microbiota podria servir per ajudar i millorar el
maneig del pacient. Sokol i col.laboradors van descriure que la reducci6 de I’abundancia
de F. praustnitzii en pacients amb MC es troba associada a una taxa més elevada de patir
recidiva [293]. Aixi doncs, tots aquests estudis poden obrir el cami cap a I'Gs de la
microbiota intestinal per estratificar els pacients amb MIl i aplicar una terapia

personalitzada per obtenir resultats optims.

La part més desafiant de detectar signatures microbianes és superar 1’elevada variabilitat
en la composicié de les comunitats microbianes tant entre hostes com dins el mateix. Es
conegut que la composicié microbiana fecal difereix de I’observada en mostres de mucosa
intestinal a causa de factors ambientals com la dieta, els acids biliars i el sistema
immunitari de 1’hoste. Els marcadors bacterians desenvolupats en aquesta tesi es van
estudiar originalment en mostres de mucosa intestinal en pacients amb MC, CU i Sl i
posteriorment es va optimitzar la seva deteccié en mostres de femta. Aixi, la seva
preséncia a la femta no esta tan fortament sotmesa a la dieta i a altres factors externs,

reflectint, en certa mesura, I’abundancia real de la mucosa colonica. Aquest fonament
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racional de I’estudi permet evitar I'enorme soroll de fons present en mostres fecals, alhora

que ddna significat fisiologic i clinic als marcadors bacterians.

L’us de mostres de femta per a la determinacié del RAID-Dx i el RAID-Monitor facilita
la participacio dels pacients, ja que permet una recollida facil la qual es pot realitzar
diariament a casa utilitzant un tub col-lector estéril. La conservacio de les femtes durant
maxim 48h a TA, mantenint ’estabilitat dels marcadors, permet certa flexibilitat en
I’enviament de les mostres per part del pacient. Els enfocaments basats en gPCR
combinen l'elevada selectivitat de la PCR amb la quantificaci6 mitjancant
I'enregistrament de I'amplificacié d'un producte de PCR. La utilitzacié de la qPCR per a
’analisi dels marcadors que formen part d’ambdés productes representa un metode rapid,
sensible, selectiu, robust, reproduible i fiable que permet la quantificaciéo de marcadors

bacterians en mostres complexes com les femtes.

Toti I’elevada capacitat diagnostica obtinguda tant pel RAID-Dx com pel RAID-Monitor
en els estudis presentats, es fa evident que els estudis son proves de concepte i que el
nombre de mostres utilitzat no és suficientment elevat per poder validar el métode. Per
aquest motiu, i com a conseqiiéncia d’aquest estudi, actualment estan en marxa dues
proves de validacio clinica, amb una mida mostral més elevada per a cada métode. També
cal remarcar que per a cap dels dos metodes s’han recollit mostres de biopsies intestinal
i per tant, pot haver-hi un petit biaix donat per inflamacions microscopiques no detectades
en la colonoscopia convencional, tant en pacients amb SlI, com en pacients de MII en

remissié endoscopica.

En els estudis de validacio clinica del metode basat en RAID-Monitor, caldria aplicar
lectures endoscopiques centralitzades amb 1’objectiu d’evitar un possible biaix en el
resultat dels indexs endoscopics. Tot i presentar millors resultats que la CF, RAID-
Monitor és un meétode qualitatiu que permet discernir entre pacients en remissio
endoscopica i pacients amb activitat, tot i aixo, 1’objectiu principal seria convertir-lo en
un meétode quantitatiu, com és el cas de la CF que dona un resultat quantitatiu que és

correlaciona amb 1’activitat de la malaltia.

Tot i que no esta clar si les alteracions quantitatives i qualitatives de la microbiota
intestinal en la Sl precedeixen al trastorn intestinal o sén simplement una conseqliencia
de la malaltia, una estratégia basada en intervencions especifiques per modular la

microbiota intestinal podria posar les bases per a una eina terapeutica eficag [457]. Certs
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pacients amb Sl o MII ja han presentat una millora clinica a tractaments antibiotics [458]
I a ’administracié de prebiotics i probiotics [459,460]. L as de probiotics, prebiotics,
simbiotics i la modulacié basada en la dieta de la microbiota intestinal cada cop és més
frequent per tractar la SIl o MII, tot i que actualment no es disposa de coneixements
suficients sobre els tipus, formulacions, indicacions i dosis [461]. Actualment s’estan
explorant i analitzant diverses opcions terapeutiques, inclos el trasplantament fecal, pero

calen evidéncies addicionals procedents d’estudis més grans i ben controlats.

Finalment, fora desitjable que la identificacié de les signatures bacterianes de la Mll i la
SII reportades en aquesta tesi doctoral i la seva utilitat provada, serveixi per obrir un
temps de descoberta de signatures propies d’altres malalties que ja han mostrat relacio
amb canvis en I’estructura i la composicio de la microbiota. Trastorns com obesitat [124],
diabetis tipus 1 i tipus 2 [204,205], al-1érgies [207], malalties del fetge gras [208], malaltia
renal [209], artritis [210] i trastorns neurologics com l'autisme [211,212], espondilitis
anquilosant [462], cancer colorectal [463] entre d’altres haurien de ser els principals

beneficiaris d’aquesta estratégia.
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Conclusions

1. RAID-Dx és un marcador precis basat en la deteccié d’una signatura bacteriana
especifica de la sindrome de I’intesti irritable que permet diagnosticar i diferenciar la
sindrome de I’intesti irritable de la malaltia inflamatoria intestinal amb alts valors de
sensibilitat i especificitat, essent un candidat per esdevenir el metode diagnostic de la

sindrome de I’intesti irritable.

2. Un diagnostic en positiu de la sindrome de ’intesti irritable, utilitzant el RAID-DXx,

permetria incrementar la qualitat de vida dels pacients reduint el temps de diagnostic.

3. RAID-Monitor és un nou métode basat en I’estudi de la microbiota intestinal que
permet avaluar ’activitat endoscopica dels pacients amb malaltia de Crohn i Colitis
ulcerosa amb elevades sensibilitats i especificitats, oferint millors resultats que

I’index clinic i la Calprotectina Fecal.

4. Aquests resultats converteixen el RAID-Monitor en candidat per esdevenir un métode

de monitoratge de 1’activitat en la malaltia inflamatoria intestinal.

5. Lavalidaci6 clinica d’ambdés métodes es troba en desenvolupament.
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