O

FUNDACION H. A.

BARCELO

FACULTAD DE MEDICINA

O



TITULO: METAGENOMICA EN ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

INTESTINALES CRONICAS.

DIRECTOR: Alberto Penas Steinhardt

INVESTIGADORES COLABORADORES: Gustavo D Frechtel
SEDE-LUGAR: Sede Larrea / Hospital de Clinicas (UBA)
PERIODO: 2018-2019

CONTACTO DEL AUTOR: pufo_@hotmail.com



indice

I.  Resumen /Abstract pag. 3

I.  Introduccién pag. 6
a. Planteamiento del Problema (pregunta problema) y su contextualizacion
b. Justificacion y Relevancia
c. Objetivos: General y Especifico
d. Marco conceptual
lll. Metodologia pag. 9
a. Tipo de estudio
b. Muestra
c. Ambito de estudio
d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos
e. Procesamiento y Analisis de la informacion
IV. Resultados pag. 13
V. Discusion y Conclusion pag. 18

VI. Bibliografia pag. 20



l. Resumen

La microbiota intestinal esta implicada en diversas patologias humanas. La colitis ulcerosa
(CU) es una enfermedad inflamatoria intestinal crénica. Aunque se desconoce la causa
especifica, se han definido algunos factores genéticos y ambientales. El propdsito de este
estudio fue investigar si habia diferencias en la microbiota intestinal en pacientes
argentinos con CU versus controles sin UC. En este sentido, se incluyeron 23 pacientes con
CU y 27 controles sanos sin CU, emparejados por sexo, edad e IMC. La extraccién de ADN
se realizd a partir de 200 mg de heces usando el kit PowerFecalDNAIsolation (Qiagen). Las
regiones hipervariables V3-V4 del gen bacteriano 16S se secuenciaron usando el sistema
MiSeg-Illumina. Las secuencias generadas se analizaron utilizando el conocimiento
cuantitativo de la ecologia microbiana (QIIME) versidn 1.9.1 del paquete de software. Para
comparar la abundancia relativa de taxones entre grupos, realizamos un efecto de analisis
discriminante lineal (LDA) implementado en LEfSe. La diversidad alfa no difirié entre los
pacientes con CU y los controles sin CU. Sin embargo, encontramos que los pacientes con
CU difieren de los controles sin CU en la estructura comunitaria observada. En pacientes
con CU, los filamentos dominantes fueron Bacteroidetes (43.49 + 20.18%), Firmicutes
(48.94 + 18.61%), Proteobacterias (4.13 * 7.12%), Actinobacterias (2.12 + 1.97%) y
Verrucomicrobia (0.38 £ 1.01%), mientras que las principales Los phyla encontrados en los
controles fueron Bacteroidetes (60.06 * 13.540%), Firmicutes (32.82 + 13.51%),
Proteobacterias (4.27 + 3.32%), Verrucomicrobia (1.45 + 3.18%) y Actinobacterias (0.81 +
1.46%). El analisis discriminante lineal ( El método de tamafio del efecto LDA (LEfSe) reveld
que los géneros Bacteroides y Akkermansia fueron mas altos en el control sin CU y
Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Collinsella, Peptostreptococcus, Actinomyces,
Streptococcus, Slackia y Dialister en pacientes con CU (p <0.05, puntaje LDA > 2). Nuestros
resultados demostraron que habia diferencias en la microbiota intestinal en pacientes con
CU. Estos hallazgos podrian proporcionar las bases para comprender mejor la relacién

causa-efecto entre comunidades microbianas y CU en la poblacién argentina.



l. Abstract

Gut microbiota is implicated in many human disorders. Ulcerative colitis (UC) is a chronic
inflammatory bowel disease. Although the specific cause is unknown, some genetic and
environmental factors have been defined. The purpose of this study was to investigate
whether there were differences in gut microbiota in Argentine UC patients vs non-UC
controls. In this sense, 23 UC patients and 27 non-UC healthy controls matched by sex, age
and BMI were included. DNA extraction was performed from 200mg of feces using
PowerFecalDNAIlsolation Kit (Qiagen).The hypervariable regions V3-V4 of the bacterial 16S
gene was sequenced using MiSeqg-lllumina system. Sequences generated were analyzed
using quantitative insights into microbial ecology (QIIME) version 1.9.1 software package.
To compare taxa relative abundance between groups, we performed linear discriminant
analysis (LDA) effect implemented in LEfSe. Alfa diversity did not differ between CU patients
and non-CU controls. However, we found that CU patients differ from non-CU controls in
the observed community structure. In CU patients, the dominant phyla were Bacteroidetes
(43.49 + 20.18%), Firmicutes (48.94 t 18.61%), Proteobacteria (4.13 = 7.12%),
Actinobacteria (2.12 + 1.97%) and Verrucomicrobia (0.38 + 1.01%) while the principal phyla
found in Controls were Bacteroidetes (60.06 + 13.540%), Firmicutes (32.82 + 13.51%),
Proteobacteria (4.27 + 3.32%), Verrucomicrobia (1.45 + 3.18%) and Actinobacteria (0.81 +
1.46%).The linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) method revealed that the
genus Bacteroides and Akkermansia were higher in non-CU control and Bifidobacterium,
Eubacterium, Lactobacillus, Collinsella, Peptostreptococcus, Actinomyces, Streptococcus,
Slackia and Dialister in CU patients (p < 0.05, LDA score > 2).0ur results demonstrated that
there were differences in gut microbiota in UC patients. These findings could provide the
bases for further understand cause-effect relationship between microbial communities and

CU in Argentine population.



Il. Introduccion:

a. Planteamiento del Problema (pregunta problema) y su contextualizacion

Se propone identificar y caracterizar nuevos biomarcadores Metagendmicos en
Enfermedades Inflamatorias Intestinales en poblacién Argentina, con el fin de desarrollar
estrategias diagndsticas, pronosticas de seguimiento e intervenciones nutrigendmicas
innovadoras. Es el objetivo del presente proyecto estudiar la microbiota mediante la
caracterizacidon de la misma en sujetos sanos y pacientes que hayan desarrollado Ell.
Antecedentes: La Ell representan un trastorno crénico complejo, poligénico y de etiologia
desconocida, que comprende dos tipos principales: la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa. Se cree que la Ell podria ser resultado de una respuesta desregulada del sistema
inmune a la microbiota comensal en un huésped genéticamente susceptible. En los ultimos
afios se ha demostrado una directa relacidn entre disbiosis de las comunidades microbianas
intestinales y numerosas enfermedades, incluyendo Ell. El microbioma se ve afectado por
diversos factores ambientales, en este sentido es importante destacar que es muy poco lo
gue se conoce sobre el microbioma de los pueblos sudamericanos. Actividades: Se estudiara
la microbiota fecal en individuos sanos y pacientes que desarrollaron Ell. Las secuencias
generadas seran analizadas para la identificaciéon de unidades taxondmicas operacionales
asignandose a cada lectura a un phylum, clase, familia y género, de acuerdo a los datos

almacenados en bases de datos especificas

b. Justificacidn y Relevancia

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) representan un trastorno crénico complejo,
poligénico y de etiologia desconocida, que comprende dos tipos principales: la enfermedad de
Crohn (CD) vy la colitis ulcerosa (CU). Se cree que la Ell podria ser resultado de una respuesta
desregulada del sistema inmune a la microbiota comensal en un huésped genéticamente

susceptible. El diagndstico de la Ell es a menudo diagnosticada luego de meses o afos después de



la primera aparicion de los sintomas y aun requiere de una gran cantidad de informacién clinica,
radiolégicas, endoscépica y pruebas histoldgicas. La contribucién exacta de la respuesta inmune
adaptativa e innata no se ha dilucidado aun. Sin embargo, los recientes avances en los tratamientos
dirigidos a mediadores inflamatorios clave como factor de necrosis tumoral (terapias anti-TNF)
destacan el papel crucial del sistema inmune innato en la Ell. La etiologia de la Ell se ha estudiado
ampliamente en las ultimas décadas y si bien aln es poco lo que se sabe, se observa una mayor

incidencia en paises industrializados.

Luego de la finalizacion del Proyecto Genoma Humano (HGP), fue de notable decepcion el
anuncio de que el genoma humano sdélo contenia alrededor de 20.000 genes en lugar de los 100.000
estimados originalmente. En este sentido, en el afio 2007 se inicio el proyecto microbioma Humano
(HMP) para llenar la brecha entre nuestra actual conocimiento derivado del HGP y el fenémeno
fisiolégico real no regulado sdlo por genes humanos, sino por otros de origen microbiano, creando
una nueva vision de nosotros mismos como un “super-organismo" consistente de un huésped

humano y muchos simbiontes microbianos.

c. Objetivos: General y Especifico
-Generales

Se propone identificar y caracterizar nuevos biomarcadores Metagendmicos en Enfermedades
Inflamatorias Intestinales Crénicas en poblacién Argentina, con el fin de desarrollar estrategias
diagndsticas, pronosticas y de seguimiento innovadoras para este complejo conjunto de patologias
de creciente deteccion en nuestro pais. Es el objetivo principal del presente proyecto es estudiar la
microbiota intestinal y proveniente de sangre periférica (prevalencia, diversidad y abundancia)
mediante la caracterizacidon de la misma en sujetos sanos y pacientes que hayan desarrollado Ell,
permitiendo no solo la asociacidon de cambios en la misma con la progresion de la patologia sino
también desarrollar terapias nutricionales y farmacoldgicas personalizadas (nutri-metagendmica/
farmaco-metagendmica) mediante el empleo estrategias dmicas que describan los perfiles

microbidticos de la poblacidn argentina.



-Especificos

e 1.a. Estudio de la microbiota fecal y presente en sangre periférica tanto de individuos
control de nuestra comunidad como de pacientes asistentes a los Servicios de
Gastroenterologia del Hospital Posadas. Describir el microbioma caracteristico y
cuantificar la microbiota presente en los distintos grupos de estudio, de manera de
determinar si existen diferencias en la prevalencia, diversidad y abundancia de Ia

microbiota entre sujetos sanos y pacientes.

e 1.b. Identificacion de los cambios en la composicién de la microbiota intestinal
asociados a situaciones de inflamacion crénica clinica y subclinica, valorando la
funcién de componentes especificos de la microbiota y las alteraciones

inmunoldgicas asociadas.

d. Marco conceptual

Hoy sabemos que los microbios intestinales desempenfan un papel fundamental en el
mantenimiento de la salud humana. El tracto gastrointestinal humano contiene una diversa
coleccién de microorganismos, quienes desarrollan funciones bioldgicas del intestino como el
suministro de nutrientes esenciales, la digestidn, la detoxificacidn, asi como en la defensa contra los
patdgenos, la modulacidn del sistema inmunitario y el impedir el asentamiento de microorganismos
foraneos potencialmente patdgenos. En los ultimos afios se ha demostrado una directa relacion
entre disbiosis de las comunidades microbianas intestinales y numerosas enfermedades. Debido a
la importancia de la flora intestinal para la salud humana, estas poblaciones han sido analizadas
intensamente en los ultimos tiempos con la llegada de la nueva generacion de técnicas de
secuenciaciéon masiva (Next Generation Sequencing, o NGS) ha sido posible la secuenciacion directa

de los microorganismos, evitando asi la necesidad de cultivarlos.

El microbioma humano se ve afectado por diversos factores ambientales, como el estilo de
vida, la dieta, el uso de antibidticos, y el genotipo de acogida. En este sentido es importante destacar
que la mayor parte de los trabajos donde se estudiaron microbiomas han estudiado poblaciones
europeas, asiaticas y norteamericanas que difieren tanto en el background genético como en

diversos factores ambientales con nuestra poblacién. Por el contrario, es muy poco lo que se conoce



sobre el microbioma de los pueblos sudamericanos. Se hace entonces indispensable conocer en

profundidad el metagenoma caracteristico de la poblacidn que habita nuestro pais.

Partiendo de la hipdtesis de que la disbiosis intestinal seria responsable del establecimiento
y sostenimiento de desdrdenes metabdlicos e inflamatorios y que existen diferencias entre el
Microbioma/Viroma intestinal entre sujetos sanos y enfermos; proponemos su caracterizacion en
sujetos sanos y pacientes con Ell. Esto pretende no solo asociar cambios en el microbioma con la
progresion de la patologia, sino también desarrollar terapias nutricionales y farmacoldgicas
personalizadas (nutri-metagenémica/ farmaco-metagendmica) mediante el empleo estrategias

dmicas que describan los perfiles microbidticos de la poblacién argentina.



Ill. Metodologia

e. Tipo de estudio

Estudio observacional caso-control de tipo transversal

f. Muestra y Ambito de estudio

Seleccion de Participantes.

Se estudiaran individuos mayores de 18 afios de edad, asistentes al Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Posadas. Todos los participantes firmaran el consentimiento
informado por escrito aprobado por el Comité de Etica del Hospital Posadas (de acuerdo a
los principios bioéticos de la Declaracion de Helsinki), correspondiente al presente
protocolo de estudio aprobado por el Comité de Docencia e Investigacién y de Bioética de
dicho Hospital. Se tomaran muestras de suero y de sangre anticoagulada con EDTA 5% en
el Hospital Posadas, y se recibirdn muestras de materia fecal en tubos de recoleccién
entregado por los investigadores responsables del proyecto, para su recoleccién
domiciliaria. Se estudiard un total de 30 individuos de cada grupo para el estudio de la

microbiota intestinal.

° Seleccion de individuos para Grupo Control:

Criterio de inclusién: individuos voluntarios sanos, normopeso, sin historia de
enfermedades inflamatorias asistentes al Servicio de Gastroenterologia. Dichos voluntarios
seran reclutados por el equipo médico, pudiendo tratarse de familiares o amigos no
convivientes con el paciente del servicio que deseen participar el proyecto.

Criterio de exclusion: Haber recibido terapia con antibidticos en el Ultimo mes, dietas
extremas (ej. Macrobidticos, veganos), consumo regular de Probidticos, intervencién
quirurgica en tracto gastrointestinal (gastrectomia, cirugia bariatrica, colostomia),

embarazo, neoplasia, pacientes en terapia de reemplazo renal, trasplantados y HIV.



° Seleccion de Casos de Ell (grupos CU):

Criterio de inclusion: Se incluiran 30 individuos con historia o curso de enfermedades inflamatorias
Intestinales (Colitis Ulcerosa (CU)); De acuerdo con la clasificacién de Montreal, adoptada en 2005,
la CU se clasifica en tres grandes grupos segun su extension. El conocimiento de la extensidn es de
gran importancia por las implicaciones terapéuticas y prondsticas que conlleva: Colitis extensa,

Colitis distal o izquierda y Proctitis.

Criterio de exclusion: Haber recibido terapia con antibidticos en el dltimo mes, dietas
extremas (ej. Macrobidticos, veganos), actual consumo regular de Probidticos, intervencion
quirurgica en el tracto gastrointestinal (gastrectomia, cirugia baridtrica, colostomia),

embarazo, neoplasia, pacientes en terapia de reemplazo renal, trasplantados y HIV.

g. Procesamiento y Andlisis de la informacion

Datos fenotipicos y medio ambientales

Se evaluaron datos clinicos y bioquimicos de los distintos grupos de pacientes segun registro
de Historia Clinica del Servicio de Gastroenterologia del Hospital Posadas, asi como también de los
controles voluntarios asistentes al servicio. Asi mismo, se establecid por interrogatorio
caracteristicas demograficas, la presencia de factores medio ambientales determinantes
(alimentacion, uso de alcohol, cigarrillo, actividad fisica), medicacién utilizada para tratamiento

segln el caso y antecedentes familiares de patologias inflamatorias crdnicas.

Andlisis estadistico:

Las diferencias univariadas entre datos cualitativos (fenotipicos y ambientales) se
estudiaron a través del test de Chi2 o del test exacto de Fisher. Las diferencias entre los datos
cuantitativos (fenotipicos y ambientales) se estudiaron aplicando el ANOVA de Kruskal-Wallis o el
ANOVA de una via (en ambos casos, prueba post hoc de Student-Newman-Keuls). El analisis de la

covariancia se aplico a efectos de verificar la influencia de potenciales variables confusoras. Para el



anadlisis multivariable se empled regresion logistica multiple. En los contrastes estadisticos se

rechazara la hipdtesis nula si el nivel de significacién es p < 0,05, dos colas.

Obtencion de muestras y extraccion de DNA.

Las muestras de heces fueron colectadas en un frasco estéril de boca ancha,
aproximadamente 5 g serdn alicuotadas y congeladas a -80°C hasta su uso. La extraccion del DNA se
realizd a partir de 200 mg de heces mediante el kit QlAamp DNA Stool Mini Kit, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Determinacidn de la concentracién y pureza de los acidos nucleicos

La concentracidn y pureza de los acidos nucleicos se determiné mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% y espectrofotometria en un NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,

Wilmington, DE, USA).

Secuenciacion de fragmentos de rRNA 16S bacteriano

Para amplificar los fragmentos de gen 16S rRNA, se utilizaron 30 ng de ADN purificado. Las

regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S bacteriano.

Para la construccién de la biblioteca se utilizé el Kit de Preparacion Nextera XT DNA Library (Illumina,
San Diego, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. En este caso, cada muestra de ADN se amplifico
marcé con adaptadores que permitan el multiplexado de 96 muestras mediante la incorporacién de
secuencias de indice de Nextera XT v2 Kit indice A (lllumina, San Diego, CA). Todos los segmentos de
las regiones variables del gen 16S rRNA fueron normalizados y multiplexados en un solo tubo. La
secuenciacion se llevé a cabo utilizando un secuenciador MiSeq (Macrogen-Korea). De esta manera,
las bibliotecas se secuenciaron en las direcciones 5 'y 3', garantizando secuencias de 300-500 bp de

largo y ~ 150x cobertura promedio para la identificacion taxondmica.

Procesamiento de secuencias



Las secuencias generadas a partir de secuenciacion fueron analizadas mediante el software
QIIME para la identificacién de unidades taxondmicas operativas (OTUs), asi como la asignacion
taxondmica y el analisis estadistico. Con este fin se contrastaron las secuencias obtenidas con
aquellas depositadas en bases de datos especificas (Greengenes) De esta manera, se asignoé a cada
lectura a un phylum, clase, familia y género, siempre y cuando la asignacidn taxondmica fuera
inequivoca dentro de un umbral de confianza del 80%. Las secuencias obtenidas en este estudio

seran remitidas y puestos a disposicion en NCBI SRA database.

Comparacién de comunidades microbianas

Se determind si las comunidades microbianas en diferentes muestras eran
significativamente diferentes por grupos, en concreto sujetos sanos vs enfermos, mediante Analisis
de Coordenadas Principales (Principal Coordinates Analysis, PCoA), para mostrar si la composicién
de especies presentaba diferencias entre dichos grupos. Para ello se utilizé el algoritmo Unifrac,
especialmente disefiado para describir y comparar comunidades microbianas en base a

secuenciaciéon masiva de genes marcadores filogenéticos.



IV. Resultados

Descripcidn de las poblaciones CU y Controles

Se estudiaron un total de 55 individuos, 23 de ellos corresponden a pacientes con CU
asistentes al Servicio de Gastroenterologia del Hospital Posadas, y 27 controles voluntarios
sin antecedentes de Ell seleccionados de las de muestras disponibles en el Laboratorio. En
la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de la poblacion estudiada junto a sus medidas
antropométricas, observandose que no existen diferencias significativas (NS) entre casos y

controles en variables previamente asociadas a cambios en la diversidad microbiana

intestinal.
Tabla 1 Caracteristicas de la poblacién del estudio caso-control
cu CONTROLES p
Total de individuos n=23 n=27 -
Edad promedio, afios *(DS) 47.09 + (16.69) 47.04 + (17.18) 0.88
F % 56.52 59.26
0.84
M % 43.48 40.74
Peso promedio, Kg +(DS) 70.80 +(12.19) 75.64 + (15.01) 0.16
IMC +(DS) 26.99 £(4.20) 28.13 £(5.29) 0.53

IMC= indice de Masa Corporal,

Analisis metagendémico de las secuencias obtenidas

Las regiones hipervariables V3-V4 del gen bacteriano 16S se secuenciaron utilizando el

sistema MiSeqg-Illumina, y se obtuvieron un promedio de (152036 + 18744) secuencias por

muestra.

Las graficas de rarefaccion obtenidas alcanzan un estado asintdtico, lo que indica

que la profundidad de la secuenciacién fue suficiente para representar la riqueza y



diversidad de la comunidad bacteriana por ambos métodos. En este sentido no se
encontraron diferencias significativas en en la diversidad alfa entre las poblaciéon CU y los
controles (otus observados, p = 0.090). El estadistico usado fue Kruskal-Wallis (pairwise)

(Figura 1).

Figura 4.9: Diversidad alfa de las poblaciones de CU y controles
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El estudio de la diversidad beta mediante el método weighted Unifrac entre las
poblaciones de CU vs Controles demostré la existencia de diferencias significativas
(p=0.004). Sin embargo dicha caracteristica (CU vs Controles) explica solamente el 3,8% de

la diversidad total de las muestras, R2=0.038 (Figura 4.10).
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Figura 1: Diversidad beta ponderada Unifrac



Para la diversidad beta unweighted Unifrac, también las diferencias fueron significativa
(p=0.001). Sin embargo la variable “Descripcién” (CU vs Controles) explica solamente el 13,1% de la

diversidad R2=0.131 (Figura 2)
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Figura 2: Diversidad beta no ponderada Unifrac

Encontramos que los pacientes con CU difieren de los controles sin CU en la estructura
comunitaria observada. En pacientes con CU, los filamentos dominantes fueron Bacteroidetes
(43.49 £ 20.18%), Firmicutes (48.94 *+ 18.61%), Proteobacterias (4.13 + 7.12%), Actinobacterias
(2.12 £ 1.97%) y Verrucomicrobia (0.38 + 1.01%), mientras que las principales Los phyla
encontrados en los controles fueron Bacteroidetes (60.06 + 13.540%), Firmicutes (32.82 + 13.51%),

Proteobacterias (4.27 + 3.32%), Verrucomicrobia (1.45 + 3.18%) y Actinobacterias (0.81 + 1.46%).

Finalmente, mediante un estudio de analisis de discriminante lineal LDA (LEfSe) (Figura 3)
se determind que los géneros Bacteroides y Akkermansia fueron mas altos en los controles y
Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Collinsella, Peptostreptococcus, Actinomyces,

Streptococcus, Slackia y Dialister en pacientes con CU (p < 0.05, LDA score > 2)

AXxis
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El intestino alberga un ecosistema sofisticado de comunidades microbianas, ejerciendo
funciones metabdlicas vitales que contribuyen a la recuperacion de nutrientes y energia de
sustratos no digeribles. La colonizacidon microbiana es esencial para el desarrollo normal del
sistema inmune, regulando la homeostasis entre la carga antigénica ambiental y la
respuesta inmune. En individuos susceptibles, el desequilibrio podria dar lugar a patologias
de desregulacién inmune, incluidas las enfermedades inflamatorias intestinales crénicas y
el sindrome metabdlico, en las que el sistema inmunitario reacciona de forma exagerada a
los antigenos microbianos no daninos. Aunque existen nuevas tecnologias moleculares, la
composicion normal de la microbiota del intestino humano aun esta en debate. Muchos
factores ambientales, como la localizacidn geografica, las caracteristicas del hogar y las
circunstancias como método de entrega, uso de antibidticos, lactancia materna o dieta en
la vida temprana, son factores condicionantes para la colonizacién microbiana del intestino.
En entornos genéticos permisivos, la reprogramacion ambiental de la microbiota puede

desencadenar condiciones para el establecimiento de una respuesta inmune desequilibrada

La diversidad alfa no difirié entre los pacientes con CU y los controles sin CU. Sin embargo,
encontramos que los pacientes con CU difieren de los controles sin CU en la estructura
comunitaria observada. En pacientes con CU, los filamentos dominantes fueron
Bacteroidetes (43.49 + 20.18%), Firmicutes (48.94 + 18.61%), Proteobacterias (4.13 +
7.12%), Actinobacterias (2.12 + 1.97%) y Verrucomicrobia (0.38 + 1.01%), mientras que las
principales Los phyla encontrados en los controles fueron Bacteroidetes (60.06 + 13.540%),
Firmicutes (32.82 + 13.51%), Proteobacterias (4.27 + 3.32%), Verrucomicrobia (1.45 +
3.18%) y Actinobacterias (0.81 + 1.46%). El analisis discriminante lineal ( EIl método de
tamarfio del efecto LDA (LEfSe) revelé que los géneros Bacteroides y Akkermansia fueron
mas altos en el grupo control. En este sentido, la microbiota de los individuos controles se
destaca por la presencia de la bacteria de degradacién mucosa Akkermansia muciniphila, el
Unico miembro identificado de su género. Este microorganismo, también encontrado en la

poblacién chilena, se ha propuesto como sello distintivo de un intestino sano debido a sus



propiedades antiinflamatorias e inmunoestimulantes y su capacidad para mejorar la
funciéon de barrera intestinal, la sensibilidad a la insulina y la endotoxemia.

Nuestros resultados demostraron que existen diferencias en la microbiota intestinal
en pacientes con CU. Estos hallazgos podrian proporcionar las bases para comprender
mejor la relacidon causa-efecto entre comunidades microbianas y CU en la poblacién

argentina.
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